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? Je? tiens? bien? sûr? à? remercier? l’ensemble? des?membres? de? l’équipe? Rétrovirus,? Intégration?
Virale?et?Vaccins?du?laboratoire?Rétrovirus?et?Pathologie?Comparée.?Cela?a?été?un?véritable?plaisir?de?
travailler?avec? vous.? Je? remercie? tout?particulièrement?Marie?Pierre? (miss?MTT),?Kathy? (miss?Nobel?
Prize),?Barbara?(miss?reptiles,?je?ne?t’en?veux?pas…),?Franck?(mister?droso)?et?bien?sûr?la?célèbre?miss?
«?Momo?».?J’ai?vraiment?apprécié?travailler?à?vos?côtés?et?je?garde?un?très?bon?souvenir?de?mon?séjour?




? Je?tiens?évidemment?à?associer?à?ces?remerciements? l’ensemble?des?membres?de? l’équipe?de?
Biocristallographie.?Ma?première?pensée?va?tout?d’abord?à?Allison,?ma?chef?spirituelle.?Je?te?remercie?
pour?la?grande?disponibilité?dont?tu?as?fait?preuve?pour?moi,?lorsque?je?suis?arrivé?dans?l’équipe,?ainsi?
que? pour? ta? gentillesse.? Je? te? remercie? sincèrement.?Merci? bien? sûr? à? Nushin? et? Patrice.? Merci?
également?à?Michel,?j’espère?que?tu?passes?une?retraite?paisible.?Merci?à?mister?Robert?(prononciation?
à? l’américaine)? pour? les? horoscopes? et? nouvelles? «?pourries?»? et? pour?m’avoir? sauvé? la? vie? à? de?














aux? membres? du? plateau? technique? de? spectrométrie? de? masse? (Frédéric,? Isabelle),? pour? votre?






















L’intégrase? (IN)? est? une? protéine? clé? du? cycle? de? réplication? des? rétrovirus? et? constitue? une? cible?




(CCD)?de? l’intégrase?du?Rous?Associated? virus? type?1? (RAV?1? IN).?Dans? le? cadre?de?mon? travail?de? thèse,?un?
protocole? de? surproduction? et? de? purification? d’un? mutant? du? domaine? catalytique? isolé? (H103C)? a? été?
optimisé,? afin? de? démontrer? l’existence? de? cet? assemblage? en? solution? grâce? à? un? pont? disulfure? inter?
moléculaire.? Différentes?méthodes? biochimiques? et? biophysiques? ont? été?mises? au? point,? afin? de? tester? la?
capacité? de? petites?molécules? d’intérêt? à? se? lier? et? à? stabiliser? ce? «?nouvel?»? assemblage.?Un? protocole? de?
surproduction?et?de?purification?de?l’IN?entière?du?RAV?1?a?également?été?développé?et?mis?au?point.?Des?essais?
de?cristallisation?et?une?étude?par?diffusion?des?rayons?X?aux?petits?angles?(SAXS)?ont?été?réalisés.?Un?mutant?
H103C?de? la?protéine? entière? a? été?produit,? afin?de? vérifier? la? formation?de? la?«?nouvelle?»? interface? sur? la?
protéine?entière.?
Le? microorganisme? Geobacillus? stearothermophilus? produit? deux? ??galactosidases? thermostables,?
AgaA?et?AgaB,?qui?appartiennent?à? la? famille?GH36?des?glycoside?hydrolases.?Ces?deux? isoenzymes?partagent?
97?%?d'identité?de?séquence,?mais?ont?des?activités?catalytiques?différentes.?Une?collaboration?a?été?initiée?avec?
l’Institut? de? Génétique? Industrielle? de? l’Université? de? Stuttgart? (Allemagne),? afin? de?mieux? comprendre? les?




spécificités?catalytiques?des?deux? isoenzymes.? Les? structures? cristallines?d’AgaA?A355E?en? complexe?avec?un?




? Integrase? (IN)? is? a? key?protein? in? the? retrovirus? life? cycle? and? constitutes? an? important? therapeutic?
target? for? the?development?of? antiretroviral? compounds.? This? enzyme? is? involved? in? the? early?phase?of? the?
retroviral?replication?cycle?and?catalyses?the?retrotranscribed?viral?DNA? integration? into?the?host?cell?genome.?
The?teams?of?BioCrystallography?and?Retrovirology?of?Lyon?Gerland?demonstrated?by?X?ray?crystallography,?the?
existence?of?a?new?dimeric?assembly?of? the? central? catalytic?domain? (CCD)?of?Rous?Associated?Virus? type?1?
integrase?or?RAV?1? IN.?As?part?of?my?thesis?work,?a?protocol?of?overproduction?and?purification?of?the?H103C?
isolated? catalytic? domain?mutant?was? developed? to? demonstrate? the? existence? of? this? dimeric? assembly? in?
solution?stabilized?by?an?inter?molecular?disulfide?bond.?Biochemical?and?biophysical?methods?were?developed?
to? test? the? ability? of? small?molecules? of? interest? to? bind? and? stabilize? this? "new"? assembly.? A? protocol? of?
overproduction?and?purification?of? full? length?RAV?1? integrase?was?developed.?Crystallization? trials?and?SAXS?
studies?were?undertaken.?The?H103C?mutant?of?the?entire?protein?was?produced?to?verify?the?formation?of?the?
"new"?interface?on?the?full?length?protein.?
The? microorganism? Geobacillus? stearothermophilus? produces? two? thermostable? ??galactosidases?
named?AgaA?and?AgaB,?which?belong? to? the?GH36?glycoside?hydrolase? family.?These? two? isoenzymes? share?
































































































































































































































































































































































































































Sujet? de? thèse?:? «?Etude?moléculaire? et? structurale? d'une? intégrase? rétrovirale?
pour? le?développement?de?nouveaux? antirétroviraux?et?étude? cristallographique?










































































Communication?par?affiche? :?«?Etudes?moléculaires?et? structurales?d'intégrases? rétrovirales?
pour? le? développement? d'antirétroviraux? »? (Romain? Merceron,? Halima? Yajjou,? Allison?











Communication? par? affiche? :? «? Structural? studies? of? an? Avian? Leukosis? Virus? Integrase? »?






Communication? par? affiche? :? «? Etude? structurale? de? l'intégrase? d'un? virus? de? la? leucose?















CNRS? Université? Lyon)? et? sous? la? co?direction? du? Dr? Corinne? Ronfort? dans? l’équipe? Rétrovirus,?
Intégration?Virale?et?Vaccins? (RI2V)?du? laboratoire?Rétrovirus?et?Pathologie?Comparée? (INRA,?Lyon,?
UMR?754?INRA?ENVL?UCBL?EPHE).?
?
Ce?mémoire?présente? les?études?moléculaires?et?structurales?que? j’ai? réalisées?au?cours?de?
ma? thèse?sur?deux? types?de?protéine? :? l’intégrase?du? rétrovirus?RAV?1? (pour?Rous?Associated?Virus?
type?1)?et?les???galactosidases?thermostables?AgaA?et?AgaB?de?Geobacillus?stearothermophilus.?
?
? La? première? partie? de? ce?manuscrit? concerne? ainsi? l’étude?moléculaire? et? structurale? de?
l’intégrase?du?rétrovirus?RAV?1.?Ce?sujet,? issu?de? la?collaboration?entre? le?Pr.?Patrice?Gouet?et? le?Dr?
Corinne?Ronfort,?a?fait? l’objet?d’une?thèse?réalisée?et?soutenue?par? le?Dr?A.?Ballandras?en?2010.?Ses?
travaux?ont?permis?de?résoudre,?par?remplacement?moléculaire,?la?structure?du?domaine?catalytique?
central? isolé? (CCD)?de? l’intégrase?du?RAV?1.? L’examen?de? cette? structure?a? révélé?que? ce?domaine?
pouvait? s’assembler? suivant? une? nouvelle? structure? quaternaire? caractérisée? par? une? interface?
dimérique? à? trois? paires? d’hélices? ?? contre? deux? paires? d’hélices? ?? dans? tous? les? assemblages?
dimériques?«?canoniques?»?de?CCD?d’intégrases?observés? jusqu’à?présent.?L’hypothèse?avancée?est?
que?cette?nouvelle?association?dimérique,?qui?semble?significativement?différente?de?celle?observée?
pour? la? phase? d’intégration,? pourrait? se? produire? sur? l'enzyme? entière? et? engendrer? des?
réarrangements?structuraux?des?autres?domaines,?la?rendant?inactive?pour?l'étape?d'intégration.?Une?
partie?de?mon?travail?de?thèse?s’est?inscrite?dans?ce?contexte?et?a?ainsi?consisté?d’une?part,?à?vérifier?
l’existence?de?cet?assemblage?sur? le?domaine? isolé?et?sur? la?protéine?entière?en?solution?et?d’autre?
part,?à?tester?la?capacité?de?molécules?d’intérêt?à?se?lier?et?à?stabiliser?ce?«?nouvel?»?assemblage,?dans?
le?but?de?tester?leurs?effets?sur?le?cycle?réplicatif?rétroviral.?Dans?ce?cadre,?j’ai?du?mettre?en?place?au?
laboratoire? différents? protocoles? et? techniques? complémentaires,? aussi? bien? biochimiques? que?
biophysiques,?pour?tenter?de?répondre?à?nos?questions.?Une?autre?partie?de?mon?travail?de?thèse?a?













sur? l’étude? structurale?de?deux? ??galactosidases? thermostables?nommées?AgaA?et?AgaB,?produites?





Débutée? avant? mon? arrivée? au? laboratoire,? cette? étude? a? été? initialisée? en? 2003? en?
collaboration? avec? l’équipe? du? Pr.? Ralf?Mattes? (Institut? de? Génétique? Industrielle,? Université? de?
Stuttgart,?Allemagne)?qui?a?assuré? la?préparation?et? la?caractérisation?des?échantillons.?Elle?s’inscrit?
dans? l’une? des? principales? thématiques? du? laboratoire? qui? concerne? l’étude? structure/fonction? de?
glycoside?hydrolases.?L’objectif?du?projet?est?de?mieux?comprendre?les?déterminants?moléculaires?et?
structuraux?responsables?des?propriétés?catalytiques?différentielles?des?enzymes?AgaA?et?AgaB,?qui?
présentent? pourtant? une? identité? de? séquence? de? 97?%.? Lors? de?mon? arrivée? sur? le? projet,? des?
données? de? diffraction? des? rayons? X? avaient? déjà? été? obtenues? pour? AgaB? (1,8? Å)? et? un?mutant?
d’intérêt,? le?mutant?AgaA?A355E?(2,8?Å),?qui?présente?des?propriétés?catalytiques?similaires?à?AgaB.?
Toutefois,? le? problème? des? phases? n’avaient? alors? pas? pu? être? résolu? empêchant? de? remonter? à?
l’information?de?structure.?En?2010,?la?structure?d’un?homologue?de?ces?enzymes?a?été?résolue?nous?
permettant? de? résoudre? le?problème? des?phases?par? remplacement?moléculaire.? Je?me? suis?donc?
dans? un? premier? temps? consacré? à? l’affinement? et? à? l’analyse? de? ces? structures.?Dans? un? second?
temps,? il?m’a? fallu? déterminer? les? conditions? de? cristallisation? d’une? forme? tronquée? de? l’enzyme?
AgaA?(ou?AgaA??9)?avant?de?pouvoir?résoudre?sa?structure?cristalline?à?3,2?Å?de?résolution.?Au?cours?
de?ce?projet,?j’ai?également?pu?résoudre?la?structure?cristalline?de?l’enzyme?AgaA?A355E?en?complexe?























































Le? terme? «?rétrovirus?»? décrit? les? virus? de? la? famille? des? Retroviridae,? qui? comportent? un?
génome?diploïde?à?ARN?simple?brin? (polarité?positive)?;?ces?virus?ont?une? forme?sphérique?avec?un?
diamètre? variant? autour? de? 120? nm.? Ces? virus? enveloppés? utilisent? au? cours? de? leur? cycle? de?
réplication,?une?enzyme?virale?de? type?ADN?polymérase?ARN?dépendante,? la? transcriptase? inverse,?




Les?premières?observations?de? ces? virus? remontent? au?début?du? vingtième? siècle? avec? les?
travaux?de?W.?Ellermann?et?O.?Bang?en?1908,?portant?sur?des?leucémies?chez?les?poulets?(Ellermann?&?
Bang? 1908).? Les? auteurs? de? ces? travaux? ont?mis? en? évidence? que? ces? pathologies? pouvaient? être?
transmises?à?des?poulets?sains?à?partir?d'ultra?filtrats?de?cellules? leucémiques?provenant?de?poulets?
malades,?démontrant?ainsi?l'origine?virale?de?ces?néoplasies?dues?à?un?virus?appelé?«?Avian?Leukosis?
Virus?»? ou? ALV.? Trois? ans? plus? tard,? la?même? observation? fut? faite? par? P.? Rous,? qui? démontra? la?
possibilité? de? transmettre? des? sarcomes? chez? des? poulets? sains? à? partir? d'ultra?filtrats? de? cellules?
tumorales,?et?mis?ainsi?en?évidence?l’existence?de?l'agent?infectieux?Rous?Sarcoma?Virus?ou?RSV?(Rous?







(Coffin?et?al.?1997).?Ces?virus?ont?été?en? conséquence?décrits?par? le? terme?de?«?virus? tumoraux?à?
ARN?»?ou?«?oncornavirus?».?
?
Le? genre? Lentivirus? des? Retroviridae? regroupe? des? rétrovirus? exogènes? de?




fut? comprise? que? plus? tard.? En? 1954,? les? travaux? de? B.? Sigurdsson?mirent? en? évidence? l'origine?
rétrovirale?de?la?maladie?de?Visna?touchant?les?moutons,?et?décrite?comme?une?maladie?à?évolution?
lente? (Sigurdsson?1954).?En?1957,?B.?Sigurdsson? isola?et?caractérisa?ce?rétrovirus?qui? fut? le?premier?
lentivirus? véritablement? décrit? (Sigurdsson? et? al.? 1957).? La? découverte? de? lentivirus? infectant? les?
singes?et?les?chats?vint?par?la?suite?(Letvin?et?al.?1985;?Pedersen?et?al.?1987).?
?
Une?avancée?majeure?dans? le?domaine?de? la? rétrovirologie? fut? la?découverte?en?1970?par?
deux?équipes? indépendantes,? celle?de?H.?Temin?et? S.?Mizutani?d'une?part?et? celle?de?D.?Baltimore?
d'autre?part,?de?l'existence?au?sein?de?particules?virales?d'une?enzyme?possédant?une?activité?de?type?














ces? rétrovirus? puissent? exister? chez? l'Homme? et? induire? des? pathologies? similaires.? L'existence?
possible?de?rétrovirus? infectant? l'espèce?humaine?fut?toutefois?rapportée?dès?1971?avec? l'isolement?
d'un?virus,?qui?ne?sera?classifié?qu'en?1987?comme?étant?un?rétrovirus?du?genre?Spumavirus,?à?partir?
d'un?carcinome?du?nasopharynx?chez? l'Homme,?sans?pour?autant?établir?son?rôle?étiologique?direct?
(Achong? et? al.? 1971).? Plus? tard? fut? découvert? par? l'équipe? de? R.?Gallo? un? autre? cas? de? rétrovirus?
infectant? l'Homme,? le? rétrovirus? T?lymphotropique? humain? de? type? 1? ou?HTLV?1? (pour?Human? T?
Lymphotropic?Virus?type?1)?comme?étant? l'agent?étiologique?de? leucémies?à?cellules?T? (Poiesz?et?al.?
1980).? Le?HTLV?2?qui?est?moins?pathogène? fut?découvert?deux? ans?plus? tard?par? la?même?équipe?
(Kalyanaraman?et?al.?1982).??
?
L'apparition? en? 1981? d'une? épidémie? caractérisée? par? un? Syndrome? d'ImmunoDéficience?
Acquise? ou? SIDA,? et? l'apparition? de?maladies? opportunistes? et? de? cancers? chez? certains? individus?
appartenant?à?des?communautés?homosexuelles?aux?Etats?Unis,?mena?à?la?découverte?d'un?nouveau?




culture,? permettant? de? supposer? qu'il? s'agissait? de? l'agent? étiologique? du? SIDA.? Un? an? plus? tard,?
l'équipe?de?R.?Gallo? isola?à?partir?du? sang?de?patients?atteints?du?SIDA,?un? rétrovirus?qu'il?nomma?
«?rétrovirus? T?lymphotropique? humain? de? type? 3?»? ou?HTLV?3? (pour?Human? T?Lymphotropic? Virus?
type? III)? (Gallo?et?al.?1984).?En?1985,? il? fut?montré?que? les?virus? LAV?et?HTLV?3?étaient? identiques?












Les?Retroviridae? constituent?une? très? large? famille?de?virus.? Ils?appartiennent?au?groupe?VI?
(virus? à? ARN? avec? intermédiaire? à? ADN)? dans? la? classification? générale? des? virus? décrite? par? D.?




fonction? de? leur? pathogénicité? (Hong? et? al.? 2010).? La? première? sous?famille? comprenait? les?
Oncovirinae?qui?sont?responsables?de? leucémies?et?d'affections?malignes?chez? les? individus? infectés,?
parmi? lesquels? les? virus? du? groupe? ASLV? infectant? les? espèces? aviaires.? La? classification? des?
Oncovirinae? a? par? la? suite? été? complétée? en? tenant? compte? des? aspects? morphologiques? des?
particules? virales?observées? au?microscope? électronique? et? a? permis?de?définir? les? groupes?A? à?D?









La? taxonomie? des? rétrovirus? a? par? la? suite? été? redéfinie? par? le?comité? international? de?
taxonomie? des? virus? ou? ICTV? (pour? International? Committee? on? Taxonomy? of?Viruses)? (King? et? al.?
2011).? La? classification? des? rétrovirus? par? l'ICTV? est? principalement? basée? sur? les? similarités? de?
séquences?au?sein?du?gène?viral?pol.?Elle?classe?ces?virus?en?deux?sous?familles,?les?Orthoretrovirinae?
et? les?Spumaretrovirinae.?Chaque?sous?famille?comprend?différents?genres?avec? les?Alpharétrovirus,?
Bétarétrovirus,? Gammarétrovirus,? Deltarétrovirus,? Epsilonrétrovirus? et? Lentivirus? au? sein? des?
Orthoretrovirinae?et?les?Spumavirus?au?sein?des?Spumaretrovirinae?(figure?1).?
?
Les? rétrovirus? peuvent? également? être? classifiés? en? deux? grandes? catégories? qui? sont? les?
rétrovirus?endogènes?et? les? rétrovirus?exogènes.?Les? rétrovirus?exogènes?se? transmettent?de? façon?
horizontale?d’un? individu?à? l’autre?et?de?façon?verticale?(de? la?mère?à? l’enfant,?par?exemple? lors?de?
l’accouchement? ou? de? l’allaitement).? La? plupart? de? ces? virus? constituent? des? pathogènes? pour?
différentes?espèces.?Contrairement?aux?rétrovirus?exogènes,? les?rétrovirus?endogènes?sont? intégrés?
dans? le? génome? des? cellules? de? la? lignée? germinale? et? peuvent? être? transmis? de? génération? en?
génération.?
?
Les? rétrovirus?endogènes?ont?été?mis?en?évidence?pour? la?première? fois?dans?des? cellules?
embryonnaires? chez? des? poulets? saints? (Weiss? 2006).? On? présume? que? ces? derniers? dérivent?
d’événements? intégratifs?de? rétrovirus?exogènes?dans? la? lignée?germinale?d’un?hôte? spécifique.? Ils?




dans? certains?processus?pathologiques? comme? certains? cancers? n'est?pas? écartée? (Ruprecht? et? al.?
2008;? Brodziak? et? al.? 2012).? Ces? rétrovirus? pourraient? toutefois? participer? activement? à? certains?
processus?physiologiques,? l'exemple? le?plus?connu?étant?celui?de? la?protéine?d'enveloppe?nommée?
«?syncytine?»?exprimée?par?la?famille?des?rétrovirus?endogènes?humains?W?où?HERV?W?(pour?Human?
Endogenous? RetroVirus? type?W).? Cette? protéine? d’origine? virale? joue? un? rôle? essentiel? lors? de? la?
formation? du? placenta? et? la? dérégulation? de? son? expression? serait? associée? à? des? cas? de? pré?
éclampsie?(Sugimoto?&?Schust?2009).??
?
? Enfin,? les? rétrovirus?peuvent?également?être?classifiés?en? fonction?de? la?complexité?de? leur?
génome?définissant? ainsi? les? rétrovirus?qualifiés?de?«?simples?»? (comme? les?ASLV)?qui? contiennent?
dans? leur? génome? uniquement? des? gènes? codant? des? protéines? dites? «?structurales?»? et?

















Les?particules? virales?matures?ou? virions? sont?des?particules? sphériques?d’une? centaine?de?
nanomètres? de? diamètre? (figure? 2).? Elles? possèdent? une? enveloppe? lipidique? provenant? de? la?
membrane?plasmique?des?cellules?infectées,?formée?suite?au?bourgeonnement?de?la?particule.?Cette?
enveloppe?contient?le?plus?souvent?deux?types?de?glycoprotéines?:?des?glycoprotéines?de?surface?(SU)?
et?des?glycoprotéines?d'enveloppe? transmembranaire? (TM),?ces?dernières? traversant? la?membrane,?
ainsi?que?des?protéines?membranaires?issues?de?la?cellule?infectée.??
?
Sous? l'enveloppe,? se? trouvent? les? protéines? de? matrice? (MA)? assemblées? sous? forme?
sphérique,?qui?enferment?une?capside?virale? issue?de? l'assemblage?des?protéines?de?capside?(CA).?A?
l'intérieur,? se? trouvent? la? protéase? virale? (PR)? et? deux? copies? du? génome? viral? à?ARN? simple? brin?





















queue? poly?adénylée? à? l'extrémité? 3'? et? des? méthylations? sur? certaines? adénosines.? Les? deux?
molécules?d'ARN?sont?assemblées?de?façon?non?covalente?pour?former?un?génome?diploïde.?En?plus?
du? génome? viral? à? ARN,? sont? également? retrouvées? dans? les? virions?matures? d'autres?molécules?
d'ARN? comme? des? ARNt? et? des? ARN? ribosomiques? cellulaires.? Les? ARNt? (pour? ARN? de? transfert)?
retrouvés?ont?un?rôle?crucial?dans?l'initiation?de?la?transcription?inverse?car?ils?servent?d'amorce?pour?











? Pour? les?rétrovirus?à?génome?simple? (cas?des?alpha,?béta,?epsilon?et?gammarétrovirus),? leur?
génome?est?composé?de?trois?gènes?qui?sont?:?




- le?gène?pol? (pour?polymerase),?qui?code? les?protéines?«?enzymatiques?»? impliquées?dans? la?
réplication? et? l’intégration? virale? (IN,? RT,? PR),? la? protéase? PR? pouvant? selon? les? virus? être?
codée?par?le?gène?gag,?








par? deux? régions? non? codantes,? appelées? «?LTR?»? (pour? Long? Terminal? Repeat)? impliquées? dans?




(pour? attachment).? Ce? site? est? reconnu? spécifiquement? par? la? protéine? intégrase.? Cette? région?
contient?également?des?signaux?qui?sont?reconnus?par?la?machinerie?transcriptionnelle?cellulaire.?Une?
séquence? nommée? «?Enhancer?»,? dans? laquelle? se? situent? des? sites? de? fixations? des? facteurs? de?
transcription,?permet?de?réguler?les?niveaux?d'expression?de?l'ARN?viral.?On?trouve?également?dans?la?
région?U3?la?boîte?CAAT,?élément?régulateur?de?la?boîte?TATA?localisée?25?nucléotides?en?amont?du?




nécessaire?pour? l'ajout?de? la?coiffe?(site?«?CAP?»)?sur? l'ARN?viral?et? le?signal?de?polyadénylation?(site?
«?PolyA?»).?
?





 Pour? les? rétrovirus? «?simples?»? (comme? les? virus? de? type? ALV),? l’expression? du? provirus?
conduit?à?la?production?de?deux?ARN?messagers?:?un?transcrit?primaire?appelé?«?ARN?génomique?»?et?
un? transcrit? mono?épissé? appelé?«?ARN? sous?génomique?»? ou? «?ARNm? env?».? Pour? les? rétrovirus?




Sur? les? ARNm? (pour? ARN? messager)? viraux,? se? trouvent? de? nombreuses? séquences? cis?
régulatrices?nécessaires? à? l’expression?du? génome? viral? (séquences?d’épissage,? séquences? IRES,…).?
Nous?pouvons?citer?en?particulier?les?suivantes?:?en?aval?de?la?région?U5?se?trouve?une?séquence?PBS?
(pour? Primer? Binding? Site)? qui? sert? de? site? de? fixation? pour? un? ARN? de? transfert? à? partir? duquel?
s’amorce? la? transcription? inverse.? On? observe? également? une? région? ?? correspondant? au? signal?
d’encapsidation?de? l’ARN?viral?génomique?dans? les?particules?en? formation.?En?amont?de? la? région?
U3,? se? trouve? une? séquence? riche? en?A/G? appelée? «?PPT?»? (pour? PolyPurine? Tract)? qui,? lors? de? la?


















stop?permet,?dans?10?%?des? cas,?un?décalage?du? cadre?de? lecture?et? la? synthèse?d’un?précurseur?
polypeptidique?Pr?Gag?Pol.??
?
? Les?précurseurs?polypeptidiques?Pr?Gag?et?Pr?Gag?Pol,?une? fois?clivés?par? la?protéase?virale?





l’intégrase? (IN).?La?protéase? (PR)?est,?quant?à?elle,?codée? soit?par? le?gène?gag? soit?par? le?gène?pol?
selon?le?type?de?rétrovirus?(gag?pour?les?ALV?et?pol?pour?le?VIH?1?par?exemple).??
?
? L’ARNm? env? permet? la? traduction? d’un? précurseur? polypeptidique? Pr? Env? qui,? après?




























les? lymphocytes? du? sang? périphérique,? les?macrophages? et? certaines? lignées? comme? les?
cellules?non?permissives.?Vif?se? fixe?au? facteur?cellulaire?APOBEC3G? (pour?APOlipoprotein?B?
mRNA? editing? Enzyme,? Catalytic? polypeptide?like? 3G).? L’enzyme? cellulaire? APOBEC3G?
constitue? l’un?des?mécanismes?de?défense?antivirale?naturelle?des?cellules?de?mammifères?
contre? les? rétrovirus.?APOBEC3G?modifie? la?composition?génétique?du?virus?en?désaminant?
l’ARN?viral?ce?qui?forme?des?virus?non? infectieux.?Le?rôle?essentiel?de? la?protéine?Vif?est?de?




du? virus? notamment? dans? l’import? nucléaire? du? complexe? de? pré?intégration? et? de?









 Chez? certains?virus,?en?particulier? chez? les?oncovirus,?d'autres?gènes? sont?présents?dans? le?
génome?viral?et?sont?souvent?très?similaires?à?certains?gènes?cellulaires?et?en?particuliers?à?des?proto?
oncogènes.?Dans? ces?oncovirus,? le?matériel? génétique? supplémentaire? va? souvent? pouvoir? induire?
une?modification?de?gènes?de?«?structure?»?par? insertion?voire?même?par? leur? remplacement.?Ces?
virus?peuvent?donc?présenter?des?délétions?dans?les?gènes?gag,?pol?ou?env?et?devenir?défectifs?pour?














Le? cycle? de? réplication? des? rétrovirus? est? divisé? en? deux? grandes? phases? (figure? 5).? La?
première?phase?(phase?pré?intégrative?ou?«?précoce?»)?est?initiée?par?la?reconnaissance?de?la?cellule?
cible?par? le?virion?mature?et?comprend?tous? les?processus?aboutissant?à? l'intégration?de? l'ADN?viral?
dans? l'ADN?génomique.?La?deuxième?phase? (phase?post?intégrative?ou?«?tardive?»)?commence?avec?





Comme? pour? la? plupart? des? virus,? l'infection? par? les? rétrovirus? nécessite? une? interaction?
spécifique? de? la? protéine? d'enveloppe? virale? SU? avec? un? récepteur? de? la? surface? cellulaire.? Le?
récepteur?cellulaire?pour?le?VIH?1?est?une?molécule?de?la?superfamille?des?immunoglobulines?appelée?
«?cluster?de?différenciation?4?»? (CD4)?permettant?au?virus?d'infecter? les? lymphocytes?T?CD4+?et? les?






 La? liaison? du? virus? au? récepteur? et? co?récepteur? cellulaire? induit? un? changement? de?
conformation? des? glycoprotéines? d’enveloppe,? permettant? d'initier? la? fusion? du? virus? avec? la?
membrane?cellulaire?et?son?entrée?dans?la?cellule?hôte?(Blumenthal?et?al.?2012).??
?
? La? transcription? inverse? est? catalysée? dans? le? cytosol? (à? l'exception? des? spumavirus? où? la?
réaction?est? initiée?dès? l'assemblage?et? le?bourgeonnement?des?virions)?par? la?transcriptase? inverse?










? Une? fois? synthétisé,? l'ADN? viral? est? transporté? vers? le?noyau? au? sein?du? complexe?de?pré?
intégration?ou?PIC?(pour?Pre?Integration?Complex)?contenant?différentes?protéines?aussi?bien?virales?
que?cellulaires?(Krishnan?&?Engelman?2012).?La?cassure?de? la?membrane?nucléaire? lors?de? la?mitose?
semble? parfois? nécessaire? à? l'entrée? du? PIC? dans? le? noyau? (nécessité? d'infecter? des? cellules? en?














Suite? à? la? transcription? du?provirus,?une?partie? des?ARNm? viraux? sera?directement?dirigée?
dans? le? cytoplasme? et? empaquetée? dans? les? virions.? Suite? à? la? synthèse? des? protéines? virales,? le?
processus? de? formation? de? la? particule? virale? ou? assemblage? est? initié.? Pour? la? plupart? des? virus,?
l'assemblage? des? capsides? et? le? bourgeonnement? se? font? simultanément.? L'assemblage? semble?
impliquer? l'interaction? des? précurseurs? Gag? et? Gag?Pol? avec? le? génome? ainsi? qu'avec? d'autres?
précurseurs? Gag? et? avec? la?membrane? cellulaire.?On? observe? ensuite? le? bourgeonnement? de? ces?
virions? immatures,?puis? la?maturation?au? cours?de? laquelle? la?protéase?virale? réalise? le? clivage?des?
précurseurs? Gag? et? Gag?Pol? (Lee? et? al.? 2012).? Chez? le? VIH?1,? le? résultat? le? plus? visible? dans? la?














Ces? effets,? qui? varient? fortement? selon? les? rétrovirus? et? leurs? hôtes,? peuvent? aller? d'une?
simple?virémie? jusqu'à? l'apparition?plus?ou?moins?rapide?de?processus?tumoraux? (cas?des?rétrovirus?






tumoraux? chez? des? individus? infectés.? Parmi? ces? rétrovirus?dits? «?oncogènes?»,?on? peut? distinguer?
deux? catégories.? La?première? catégorie? correspond? aux?oncovirus?dits?«?rapides?»?qui?déclenchent?
des? tumeurs? fulgurantes? avec? des? effets? visibles? sur? les? cellules? infectées.? La? deuxième? catégorie?
correspond? aux? oncovirus? dits? «?lents?»,? qui? déclenchent? des? pathologies?malignes? beaucoup? plus?
lentement? (plusieurs? années),? et? qui? n'induisent? aucun? effet? visible? sur? les? cellules? infectées?
(Maréchal?&?Piolot?1999;?Kurth?&?Bannert?2010).?
?
? La?première?catégorie?regroupe?des?oncovirus?souvent?désignés?par? les? termes?d'oncovirus?
«?transducteurs?»?ou?de?virus? à?«?pouvoir?oncogène? rapide?».? La?plupart?de? ces? virus? apparaissent?
comme? possédant? dans? leur? génome? des? copies? de? parties? de? proto?oncogènes? cellulaires.? Ils?




cellulaires? souvent? impliquées? dans? le? contrôle? de? la? prolifération? cellulaire.? On? peut? citer? pour?
exemple?le?cas?de?certaines?souches?du?RSV?qui?possèdent?à?la?place?du?gène?viral?env?l'oncogène?src.?
L'oncogène? src? code? une? protéine? kinase? qui? va? être? surproduite? dans? les? cellules? infectées.? La?








provirus? inséré? en?un?même? endroit?du? génome? et? en?particulier? en? amont?d'un?proto?oncogène?
cellulaire?appelé?«?c?myc?»?(Hayward?et?al.?1981).?L'insertion?de?ces?provirus?va?induire?le?contrôle?de?
l'expression?du?proto?oncogène? c?myc?par? le? LTR?3'?du?provirus,? induisant?une?perturbation?de? la?
régulation?de?l'expression?de?ce?proto?oncogène?cellulaire?dans?le?sens?d'une?surexpression.?On?parle?
d'insertion?activationnelle?ou?de?cis?activation.?Cette?surexpression?va?induire,?comme?dans?le?cas?du?
RSV,? la? multiplication? clonale? des? précurseurs? des? lymphocytes? B? chez? les? individus? infectés.?




Un? autre? mécanisme? utilisé? par? certains? virus? oncogènes? est? le? mécanisme? de? trans?
activation.? Ce? mécanisme? utilisé? entre? autre? par? les? rétrovirus? HTLV?1? ou? VIH?1? dits? «?trans?
activateurs?»,?implique?certaines?protéines?virales?comme?Tax?(pour?Transactivator?of?pX)?chez?HTLV?
1? et? Tat? chez? VIH?1.? Ces? protéines? vont? pouvoir? diffuser? à? travers? les? membranes? cellulaires,?







syndromes?d'immunodéficience? chez? les? individus? infectés,? l'exemple? le?plus? connu?étant? celui?du?
lentivirus?VIH?1,?l'agent?étiologique?du?SIDA?chez?L’Homme.?La?pathogénèse?du?VIH?1?est?complexe?et?
se? caractérise? principalement? par? une? cytopathogenèse? des? lymphocytes? T? CD4+?matures? et? des?
























Pour? le?VIH?1,?ces?protéines?et? leurs? rôles?dans? les?mécanismes?de?défense?antiviraux?sont?
très?étudiés?et?quatre?facteurs?de?restriction?ont?été? identifiés?à?ce? jour?:?TRIM?5?? (pour?Tripartite?
Motif?Containing? 5?),? APOBEC3G? (pour? APOlipoprotein? B? mRNA?editing? Enzyme,? Catalytic?
polypeptide?like? 3G),? Tetherin? (Téthérine,? CD317)? et? SAMHD1? (pour? Sterile? Alpha?Motif? and? HD?
domain?1)?:?
- TRIM? 5?? interfère? avec? les? étapes? précoces? du? cycle? réplicatif? rétroviral? et? plus?
particulièrement?avec? l’étape?de?décapsidation.?Des?études?ont?montré?qu’il?était? capable?
d’interagir?avec? la?capside?virale?perturbant? l’étape?de?décapsidation?et?empêchant?ainsi? la?
transcription?inverse?et?le?transport?du?génome?viral?vers?le?noyau?(Sastri?&?Campbell?2011).?
?
- Les?protéines?de? la? famille?APOBEC? constituent? une? famille?d’enzymes? à? activité? cystidine?
désaminase? qui? convertissent? les? cytosines? en? uraciles? au? sein? des? ARN.? Ces? enzymes?
cellulaires? introduisent? donc? des? mutations? lors? de? la? rétrotranscription? de? l’ARN? viral,?




- La?Téthérine?est?une?protéine?associée?aux?membranes?et?qui?agit? sur? la?phase? tardive?du?
cycle? réplicatif.? Il? a? été?montré? que? cette? protéine? permettait? la? rétention? des? particules?
virales?bourgeonnantes?à? la? surface?des? cellules? les?empêchant? ainsi?d’infecter? les? cellules?
voisines?(Neil?et?al.?2008).?
?
- SAMHD1? est? une? enzyme? qui? possède? une? activité? désoxynucléoside? triphosphate?
triphosphohydrolase?qui? va?permettre? la?diminution?des? concentrations? intracellulaires? en?
nucléoside? dans? les? cellules.? Il? a? été?montré? que? la? diminution? en? nucléosides? limitait? la?
transcription? inverse?du?génome?viral?et? la?réplication?des?virus?dans? les?cellules?myéloïdes?
(Laguette?et?al.?2011).?
?
? Afin?d’assurer? leur? réplication,? les?virus?ont? toutefois?élaboré?des?stratégies?permettant?de?
contrecarrer? certains?de? ces? facteurs?de? restriction.?Pour? le?VIH?1,?on?peut? citer?pour?exemple? les?








d'une? importance? majeure.? Certaines? infections? rétrovirales? s'accompagnent? de? pathologies?
sérieuses? chez?de?nombreuses?espèces,?dans? le?domaine?de? l'agriculture? (rétrovirus?ASLV? chez? les?







de? nouveaux? cas? annuels? d'infections? et? de? décès? liés? au? VIH?1.? Cependant,? le? nombre? total? de?
personnes?infectées?continue?de?s'accroître,?malgré?une?stabilisation?de?la?prévalence?de?la?maladie,?




De? nombreuses? études? portant? sur? les? protéines? virales,? mais? aussi? sur? son? matériel?
génétique,?ont?été?réalisées?et?ont?permis?la?mise?en?place?de?stratégies?antirétrovirales.?Toutefois,?la?




génétique?portée?par? le?provirus?va?pouvoir?être? transmise?aux?cellules? filles? lors?de? la?mitose.?Les?
composés?dirigés?contre?le?VIH?vont?cibler?essentiellement?les?virus?réplicatifs?permettant?de?réduire?
temporairement?la?charge?virale.?De?plus,?le?VIH?va?pouvoir?infecter?les?lymphocytes?T?CD4+?ainsi?que?
les? macrophages? dans? l'ensemble? de? l'organisme? dont? le? système? nerveux? central.? L'accès? des?
composés?antirétroviraux?à? l'ensemble?des?cellules? infectées?constitue?une?difficulté?majeure?et?est?
pourtant? nécessaire? pour? éviter? l'existence? de? réservoirs? à? rétrovirus? inaccessibles? aux? composés?





En? dehors? des? recherches? sur? les? thérapies? géniques? antirétrovirales? (ARN? antisens,?




nouveaux?composés?et? la?nécessité?de? leur?haute?spécificité,?afin?de? réduire? les?effets?secondaires?
liés? au? traitement? et? l’émergence? de? virus? résistants,? supposent? un? développement? rationnel?
impliquant?la?connaissance?de?la?structure?tridimensionnelle?des?enzymes?virales?ciblées.?
?
La? monothérapie? fut? la? première? thérapie? chimique? antirétrovirale? utilisée? après? la?
découverte?en?1987?que?l'AZT?(agent?antiviral?utilisé?par?ailleurs)?fonctionnait?contre?le?VIH?1.?Cette?
molécule,?un?analogue?de?la?thymidine,?permet?d'inhiber?la?transcriptase?inverse?virale?avec?toutefois?
de? nombreux? effets? secondaires? et? une? efficacité? jugée? par? la? suite? insuffisante.?Dans? les? années?
1995,? apparut? la? bithérapie? qui? combine? deux? inhibiteurs? de? la? transcriptase? inverse? et? qui? sera?
reconnue? comme? plus? efficace.? En? 1996,? l'arrivée? d'une? nouvelle? classe? de? molécules,? les?
antiprotéases? virales,? permit? l'apparition? de? la? trithérapie? ou? HAART? (pour? Highly? Active?












nouveaux? composés? antirétroviraux? (Cohen? 2002).? L'enzyme? virale? intégrase? constitue? une? cible?
thérapeutique? intéressante.? Il? a? en? effet? été? montré? que? l'intégrase? rétrovirale? possédait? peu?
d'homologues?cellulaires?directs?chez? l'Homme?(si?ce?ne?sont? les?recombinases?RAG)?permettant?de?




structurales?de? cette?enzyme? sont?nécessaires?pour?permettre?de?guider? la? conception? rationnelle?












L'étape? d'intégration,? catalysée? par? l'enzyme? virale? intégrase,? est? une? étape? clé? du? cycle?
réplicatif? rétroviral? et? commune? à? l'ensemble? des? rétrovirus.? Seuls? quelques? auteurs? ont?mis? en?
évidence? une? réplication? rétrovirale? en? absence? de? processus? d'intégration?mais? peu? d'exemples?
similaires?ont?été?rapportés?jusqu'à?présent?(Panganiban?&?Temin?1983;?Prakash?et?al.?1992).??
?
L'intégration? du? génome? viral? dans? le? matériel? génétique? de? la? cellule? hôte? permet? la?
transmission? du? provirus? aux? cellules? filles? lors? de? la? division? cellulaire.? En? effet,? l'ADN? viral? sous?







des?ADN?viraux? sont?détectées?dans? l'ensemble?des? cellules? infectées?et?pourraient?participer?à? la?
réplication? efficace? des? virions? par? différents?mécanismes? encore?mal? connus? (rôle? de? réservoir)?
(Sloan?&?Wainberg?2011).? Il?est? intéressant?de?noter?que? le?processus?d'intégration?est?également?





L'enzyme?virale? intégrase?a?été?détectée?pour? la?première? fois?en?1978?chez? le?virus?de? la?
myéloblastose?aviaire?ou?AMV? (pour?Avian?Myeloblastosis?Virus)?et?était?alors?définie? comme?une?
endonucléase? non? spécifique? avec? une? masse? moléculaire? apparente? de? 32? kDa? (enzyme? p32)?
(Grandgenett?et?al.?1978).?Il?a?par?la?suite?été?montré?que?cette?enzyme?clivait?les?séquences?mimant?
les? extrémités? LTR? du? génome? viral? (Duyk? et? al.? 1983).?Un? an? plus? tard,? l'évidence? fut? faite? que?
l'intégrase?était?nécessaire?à? la? réplication? rétrovirale?et? suffisante?pour? le?processus?d'intégration?
par? l'analyse?de?certains?mutants?de? l'intégrase?du?virus?de? la? leucémie?murine?MuLV?(pour?Murine?
Leukemia? Virus),? qui? étaient? défectifs? pour? l'intégration? et,? conséquemment,? la? réplication?










de? l'ADN? génomique?de? la? cellule? infectée.? L'intégration? rétrovirale? est?dite? «?concertée?»? car? elle?
permet? l'insertion?des?deux?extrémités?virales?en?un?même? site?de? l'ADN? cellulaire.? Les?étapes?de?









insertion? peut? se? produire? selon? deux? mécanismes,? directement? à? partir? de? l'ADN,? ou? par? un?
intermédiaire?à?ARN.?Les?éléments?mobiles?qui?sont? transposés?directement?à?partir?de? l'ADN?sont?
appelés?«?transposons?»,?et?ceux?qui?sont?transposés?à?partir?d'un?intermédiaire?à?ARN?sont?appelés?
«?rétrotransposons?».? Pour? le? transposon,? ce? dernier? est? excisé? par? une? enzyme? spéciale? appelée?




génome?à?ARN?va?être?rétro?transcrit?en?ADN?par? la?transcriptase? inverse?avant?d'être? intégré?dans?


















L'intégration? de? l'ADN? viral? dans? l'ADN? de? la? cellule? hôte? est? réalisée? en? trois? étapes?





clivage?des?deux?nucléotides? terminaux?des? séquences? inversées? répétées? (GT? chez? le?VIH?1?et?TT?
chez?les?ASLV)?en?3'?de?chacun?des?brins?de?l'ADN?viral?bicaténaire?rétro?transcrit.?L'étape?de?clivage?
va?permettre? la?création?d'extrémités?3'?hydroxylées?se?terminant?par?un?dinucléotide?CA,?retrouvé?




? La? deuxième? étape? est? l'étape? dite? de? «?transfert? de? brins?».? Cette? réaction? de?
transestérification?nécessite?également? la?présence?de?magnésium?ou?de?manganèse?comme?pour?
l'étape? de? clivage.? Cette? étape? consiste? en? une? attaque? nucléophile? des? groupements? 3'OH? des?




pour? les?ASLV).?Cette? réaction?aboutit?à? la? formation?d'une? structure? intermédiaire?ou? l'extrémité?
virale?n'est?liée?à?l'ADN?cible?que?par?un?seul?brin.?
?
? La? troisième? étape? est? l'étape? de? «?remplissage?»? et? n'est? pas? catalysée? directement? par?
l'intégrase.?Dans?cette?étape,?les?deux?nucléotides?terminaux?en?5'?des?deux?brins?de?l'ADN?viral?sont?
clivés?par?une?nucléase?cellulaire?et?les?brèches?créées?au?niveau?de?l'ADN?cellulaire?sont?comblées,?
de? sorte? qu'une? duplication? d'une? courte? séquence? de? l'ADN? cellulaires? soit? générée? de? part? et?
d'autre? du? provirus.? Cette? dernière? étape? n'est? pas? observée? in? vitro,? des? facteurs? cellulaires? de?

















brins?et? en?présence?de? cations?métalliques?divalents,?une? réaction?dite?de?«?désintégration?»?qui?
correspond?à?l'inverse?de?la?réaction?de?transfert?de?brins?peut?se?produire.?Cette?réaction?va?aboutir?








? Sous? certaines? conditions,? l'intégrase? peut? également? présenter? une? activité? nucléosidase?
non? spécifique.? Cette? activité? fut? même? la? première? détectée? chez? une? intégrase? rétrovirale?
(Grandgenett? et? al.? 1978).? Cette? réaction? est? permise? par? l'intégrase? qui? va? catalyser? l'attaque?
nucléophile? d'un? oxygène? d'une?molécule? d'eau? sur? la? liaison? phosphodiester? de? l'ADN? cible.? En?





























pas? intervenir?uniquement? la?protéine? intégrase?mais?également?des?protéines?cellulaires?de? l'hôte,?
ainsi? que? d’autres? protéines? virales.? L'association? in? vivo? de? l'intégrase? avec? ses? partenaires?
protéiques?viraux?et?cellulaires?constitue?le?complexe?de?pré?intégration?ou?PIC?(pour?Pre?Integration?
Complex)? (Farnet? &? Haseltine? 1990).? Chez? le? VIH?1,? ce? complexe? de? pré?intégration? contiendrait?
l'ADN?viral?rétrotranscrit?sous?forme? linéaire?ainsi?que?différents?partenaires?protéiques?viraux?dont?
la? protéine? de? matrice,? la? transcriptase? inverse,? l'intégrase,? la? protéine? de? nucléocapside? et? la?
protéine?de?capside.?Différents?partenaires?cellulaires?ont?également?été?identifiés?dont?les?protéines?
LEDGF/p75? (pour? Lens? Epithelium?Derived?Growth? Factor),? INI1? (pour? Integrase? Interactor? 1),? BAF?
(pour?Barrier?to?Autointegration?Factor)?et?HMGA1?(pour?High?Mobility?Group?proteins)?(Krishnan?&?




compartiment? nucléaire,? de? la? sélection? des? sites? d'intégration? dans? l'ADN? cible? ou? encore? de? la?
réparation?des?brèches?de?l'ADN?viral?suite?à?l'étape?de?transfert?de?brins.?
?
? L'étape? de? clivage? de? l'ADN? viral? est? réalisée? dans? le? cytoplasme,? alors? que? l'étape? de?
transfert?de?brins?est?réalisée?dans?le?noyau.?Il?a?donc?été?proposé?que?la?fonction?principale?du?PIC?
était? de? séparer? dans? le? temps? ces? deux? réactions? in? vivo? pour? prévenir? le? phénomène? d'auto?
intégration,?où?l'ADN?viral?est?utilisé?comme?ADN?cible?pour?l'étape?de?transfert?de?brins,?ce?qui?est?
fréquemment? observé? in? vitro? (Semenova? et? al.? 2008).? L'intégrase? pourrait? au? sein? du? PIC,? être?
maintenue?sous?une? forme? inactive?dans? le?cytoplasme? jusqu’à?son?passage?dans? le?noyau.? Il?a?en?
effet?été?montré?que?la?protéine?cellulaire?BAF?était?présente?au?sein?du?PIC?du?VIH?1?et?permettait?
d'empêcher? le? phénomène? d'auto?intégration? (Zheng? et? al.? 2000).? Un? autre? partenaire? cellulaire?
nommé?«?INI1?»,?semble?empêcher? les?activités?de?clivage?et?de?transfert?de?brins?de? l’intégrase?du?
VIH?1? (Maillot?et?al.?2013).?D'autres?partenaires?de? l'intégrase?au?sein?du?PIC?pourraient?présenter?
cette? même? fonction? comme? la? transcriptase? inverse? virale? qui? est? capable? d'inhiber? l'activité?
catalytique? de? l'intégrase? in? vitro? (Oz? et? al.? 2002).? L'intégrase? pourrait? être? réactivée? suite? à? son?
transfert?au?noyau?par? l'intermédiaire?de?protéines?cellulaires?nucléaires?ou?de? l'interaction?du?PIC?
avec? la?chromatine.?A? l'inverse,?d'autres?protéines?du?PIC?semblent?capables?d'augmenter? l'activité?
catalytique? de? l'intégrase.?Chez? le?VIH?1,? ce?phénomène? a? été? observé?pour? la?protéine? virale?de?
nucléocapside? mais? également? pour? la? protéine? cellulaire? LEDGF/p75? (Carteau? et? al.? 1999;?
Cherepanov?2007).?
?
? Les?éléments?du?PIC?sont?également? impliqués?dans? l'adressage?de?ce?dernier?au?noyau,?en?




actif.? Des? protéines? virales? et? cellulaires? peuvent? contribuer? au? transport? du? PIC? à? travers? la?
membrane? nucléaire? favorisant? ainsi? l’accès? à? la? chromatine? et? assurant? l’intégration? dans? des?
domaines? particuliers? de? celle?ci.? Des? études? ont? permis? d’identifier? des? signaux? de? localisation?
nucléaire?(NLS?pour?Nuclear?Localization?Sequence)?portés?par?trois?protéines?virales?différentes?:?IN,?
MA?et?Vpr.?Ces?NLS?sont?reconnues?par?des?protéines?cellulaires?appelées?importines?et?permettent?
un? transport?actif?de?molécules?du? cytoplasme?vers? le?noyau.? L’association?de? ces? trois? séquences?
contribuerait?à?un?ciblage?nucléaire?réussi?(Suzuki?&?Craigie?2007).?Il?a?été?également?montré?que?la?











Des? zones?d'intégration?préférentielles?dans? le? génome?ont?pu? être?définies?pour? certains?
rétrovirus.? Il? a? pu? être? montré? que? les? gammarétrovirus? ainsi? que? les? spumavirus? s'intégraient?
préférentiellement?à?proximité?de? sites?d'initiation?de? la? transcription?ou?d'îlots?CpG? (Moalic?et?al.?
2006;?Tsukahara?et?al.?2006).?Chez? le?VIH?1? (lentivirus),? l'intégration?aurait?préférentiellement? lieu?
dans? des? régions? fortements? transcrites? à? l'intérieur?même? des? gènes? (Lewinski? et? al.? 2006).? Les?





l'intégrase?vers?certaines? régions?de? l'ADN?génomique?pourrait? faire? intervenir?des?constituants?du?
PIC.?Chez?le?VIH?1,?il?a?été?montré?que?l'ADN?viral?interagissait?avec?la?chromatine?par?l'intermédiaire?
d'une?protéine?nucléaire?appelée?Emerin?qui?est?associée?au?PIC?par?l'intermédiaire?de?BAF.?Il?a?ainsi?
été? montré? que? Emerin? et? BAF? étaient? nécessaires? au? ciblage? de? l'intégrase? vers? l'ADN?
chromosomique?(Jacque?&?Stevenson?2006).?Un?autre?partenaire?de?l'intégrase?du?VIH?1,?LEDGF/p75,?
est?essentiel?pour?le?ciblage?de?l'intégrase?à?l'ADN?chromosomique?et?en?particulier?dans?les?régions?
activement? transcrites? (Engelman?&?Cherepanov?2008).? Il? a? ainsi?pu? être?montré?que?des? cellules?
n'exprimant?pas?LEDGF/p75?ne?permettaient?pas?une?réplication?efficace?des?virions?(Maertens?et?al.?
2003;?Emiliani?et?al.?2005).?L'interaction?de?l'intégrase?du?VIH?1?avec?la?protéine?INI1?faisant?partie?du?
complexe? SWI/SNF? (pour? SWItch/Sucrose?NonFermentable),? intervenant?dans? le? remodelage?de? la?
chromatine,? pourrait? également? faciliter? l'adressage? de? l'intégrase? à? l'ADN? cible? ainsi? que? les?
protéines?HMG?(Turelli?et?al.?2001;?Gao?et?al.?2003;?Lesbats?et?al.?2011).?
?
L’intégration? stable? du? provirus? requiert,? après? intégration,? la? réparation? des? espaces?








Les? intégrases? rétrovirales? comprennent? généralement? près? de? 290? résidus? et? sont?
constituées?de?trois?domaines,?amino?terminal?(résidus?1?à?52?chez? le?RSV?et?1?à?55?chez? le?VIH?1),?
central?ou?catalytique? (résidus?52?à?207?chez? le?RSV?et?55?à?212?chez? le?VIH?1)?et?carboxy?terminal?
(résidus?207?à?286?chez? le?RSV?et?212?à?270?chez?le?VIH?1)?qui?sont?reliés?entre?eux?par?des?boucles?
flexibles?(Jaskolski?et?al.?2009)?(figure?9).?Il?a?été?montré?que?ces?trois?domaines?étaient?nécessaires?à?
la? formation?d'un?complexe?stable?entre? l'intégrase?et? l'ADN?viral,?et?à? la?réalisation?des?étapes?de?
clivage?et?de?ligation?(Vink?et?al.?1994).?Certaines?variations?sont?à?noter?comme?pour?l'intégrase?du?
prototype?humain?des?spumavirus?ou?PFV?(pour?Prototype?Foamy?Virus),?qui?comprend?392?résidus?
et? l'intégrase? des? ASLV? qui? comprend? 323? résidus? avant? de? subir? un? clivage? post?traductionnel?
aboutissant?à?une?protéine?active?de?286?résidus?(Katz?&?Skalka?1988).??
  
Les? intégrases?de?différentes? souches? rétrovirales?possèdent?des? identités?et? similarités?de?
séquences? variables.? Pour? exemple,? l'intégrase? du? VIH?1? (intégrase? lentivirale)? présente? 57/74? et?
23/37?%? d'identité/similarité? de? séquence? avec? l'intégrase? du? SIV? (pour? Simian? Immunodeficiency?
Virus,? intégrase? lentivirale)? et? d'ASV? (intégrase? non? lentivirale)? respectivement.? Les? identités? et?
similarités? de? séquence? sont? plus? élevées? sur? les? domaines? seuls,? et? les? structures? isolées? de? ces?
domaines? présentent? des? structures? tridimensionnelles? très? proches.? De? façon? générale,? il? est?





















La? structure? cristalline? de? la? protéine? intégrase? du? VIH?1,? contenant? les? domaines? N?
terminaux? et? centraux,? fut? ensuite? résolue? et? permis? de? définir? une? interface? de? dimérisation? du?
domaine? amino?terminal?différente?de? celle?du?domaine? amino?terminal? isolé? (Wang? et?al.?2001).?










montré? un? arrangement? spatial? du?NTD? par? rapport? aux? autres? domaines? encore? différent,? dans?





pour? le?VIH?1).?Ce?motif? appelé?HHCC? est? capable? de? fixer?un? ion? zinc?mais?ne?présente?pas?une?
structure?similaire?aux?structures?en?doigt?à?zinc?classiques?(Eijkelenboom?et?al.?1997).?Des?mutations?
dans? le?motif?HHCC?ou?une?délétion?de? ce?domaine?diminuent? l'habilité?de? l'intégrase?à? catalyser?
l'étape?de?clivage?et?de? transfert?de?brin?avec?maintien?de? l'activité?de?désintégration? (Bushman?&?
Wang?1994).?Le?domaine?N?terminal?n'a?donc?aucun?rôle?direct?dans? la?catalyse?mais?pourrait?jouer?
un? rôle?dans? la? reconnaissance?et? le?positionnement?des?extrémités?virales?au? cours?du?processus?
intégratif?(Yang?&?Roth?2001).?Le?domaine?amino?terminal? interagit?également?avec? l'ADN?cellulaire?
(Heuer?&?Brown?1997).? Il?est?également? impliqué?dans? la?multimérisation?de? l'enzyme?entière.? La?




favorise? l'oligomérisation,?notamment? la? formation?de? tétramères?d'intégrase? (Zheng? et?al.?1996).?

























? Ce? domaine? se? présente? sous? la? forme? d'un? dimère? (figure? 12).? La? conformation?
tridimensionnelle?du?domaine?central?est?de?type?RnaseH?et?est?très?conservée?parmi? les?membres?







Le?domaine? catalytique?de? l'intégrase?ou?CCD?contient? les? résidus?catalytiques?de? la? triade?
DDE,?mais? présente? une? activité? enzymatique? limitée? en? l'absence? des? deux? autres? domaines? de?
l'enzyme.? Le? domaine? catalytique? isolé? n'est? pas? capable? de? catalyser? la? réaction? de? transfert? de?
brins,? cependant,? il? est? capable? de? catalyser? la? réaction? de? clivage? avec? toutefois? une? spécificité?
considérablement?réduite?(Kulkosky?et?al.?1995).?Le?domaine?catalytique?est?néanmoins?capable?de?
catalyser? la?réaction?de?désintégration?en? l'abscence?des?domaines?amino?et?carboxy?terminaux.?Ce?


















Yang?et?al.?2000).?Pour? le?VIH?1,?seuls? les?domaines?centraux? interagissent?entre?eux?alors?que? les?
















Le?CTD?est? impliqué?dans? la? fixation?à? l'ADN?hôte.?En?effet,? la? suppression?de? ce?domaine?
diminue? fortement? la? capacité? de? la? protéine? à? se? fixer? sur? l'ADN? (Lutzke? &? Plasterk? 1998).? Ce?
domaine?est?aussi? impliqué?dans? la?reconnaissance?et? la?fixation?de? l'ADN?viral.?Des?expériences?de?
pontage?chimique?réalisées?chez? le?VIH?1?ont?montré?que? les?extrémités?virales? interagissaient?avec?
le?domaine?C?terminal?de? la?protéine? intégrase? (Esposito?&?Craigie?1998).?Des?mutations? réalisées?
dans?ce?domaine?inhibent?l'oligomérisation?de?la?protéine?intégrase?(Kalpana?et?al.?1999).?Le?domaine?
carboxy?terminal?a?également?un?rôle?dans? le?bon?repliement?de? la?protéine?entière?(Moreau?et?al.?
2003).? Le? CTD? de? l'intégrase? du? VIH?1? lie? la? protéine? cellulaire? EED? (pour?
Embryonic?Ectoderm?Development)?et?cette?liaison?augmente?son?activité?d'intégration?in?vitro?(Violot?








octamères.? Il? a? été?montré? que? de? nombreux? éléments? pouvaient? influencer? la? formation? de? ces?
oligomères? tels?que? la? concentration?protéique,? la?présence?d'ADN,? le?pourcentage?de? glycérol,? la?
concentration? saline? du? tampon? utilisé,? la? présence? de? détergents,? la? température? ou? encore? la?









le?modèle?dimérique? (Yang?et?al.?2000),? le?modèle? tétramérique? (Wang?et?al.?2001;?Wielens?et?al.?
2005;?Dolan?et?al.?2009)?ou?encore?le?modèle?octamérique?(Heuer?&?Brown?1998).?Pour?les?intégrases?
du? VIH?1? et? du? RSV,? l'espace? compris? entre? les? deux? sites? actifs? de? la? structure? dimérique? ne?
correspond?pas?avec? l'espace?existant?entre? les?deux? sites?de? clivage?au?niveau?de? l'ADN? cible.?En?
effet,?les?deux?sites?actifs?de?la?forme?dimérique?sont?séparés?par?45?Å?alors?que?les?cinq?ou?six?paires?
de?bases?séparant?les?deux?sites?de?coupure?au?niveau?de?l'ADN?cible?correspondent?à?un?espace?de?
16?à?20?Å.?A? l'inverse,? le?modèle? tétramérique?permet?de? justifier? l'espacement?existant?entre? les?
deux?sites?de?coupure?au?niveau?de? l'ADN?cible.?Des?observations?directes?par?microscopie?à? force?
atomique?de? l'intégrase? complexée?avec?de? l'ADN?ont?montré?que? ces? complexes?avaient? la? taille?
apparente? d'un? tétramère? (Bao? et? al.? 2003).? Des? résultats? similaires? ont? été? obtenus? par? cryo?










forme? tétramérique?de? l’intégrase?entière?du?PFV? suggère?également? la?possibilité?que? l’étape?de?
clivage?soit,?comme?pour?l’étape?de?transfert?de?brins,?catalysée?par?un?tétramère?d’intégrase?(Hare?
et?al.?2012).?Un?effet?inhibiteur?du?partenaire?cellulaire?INI1?sur?l’activité?de?clivage?de?l’intégrase?du?














arrangement?au? sein?des?protomères?de? type?CCD?CTD?NTD?pour? le?PFV?et?de? type?CCD?NTD?CTD?
pour? le?VIH?1.?De?plus,? l'assemblage?du?tétramère?pour? le?modèle?du?VIH?1?semble?moins?compact?
que?pour? le?modèle?de?PFV,?où? l'intégrase?et? l'ADN?sont?en? interactions?très?étroites.?Le?modèle?du?
VIH?1? met? en? évidence? l'importance? du? cofacteur? cellulaire? LEDGF? qui? sert? de? plateforme? à? la?
tétramérisation?de? l'enzyme.?Sur? le?modèle?PFV,? l'absence?de?cofacteur?cellulaire?semble? impliquer?
un?mode?d'oligomérisation?différent?qui?fait?intervenir?l'ADN?comme?support?de?la?multimérisation.?Il?





D’autres? résultats? récents? ont? également? permis? d'obtenir? un?modèle? SAXS? de? l'intégrase?
entière?du?RSV?appuyé?par?des?expériences?de?pontage?chimique? (Bojja?et?al.?2011).?Ces? résultats?
suggèrent? que? l'intégrase? serait? dimérique? en? solution? en? absence? d'ADN? et? que? la? structure? du?
dimère? ressemble?au?dimère? interne?observé? sur? la? structure?PFV?avec?un? rôle? important?du?CTD?
dans? la?dimérisation.?De? façon? intéressante,? l'interaction?CCD?CCD?ne? semble?pas? intervenir? sur? le?










L'intégration?de? l'ADN? viral? au? sein?du? génome? cellulaire? est?nécessaire? à? la? formation?de?
nouvelles?particules?virales?et?à?la?persistance?de?l'infection.?La?protéine?intégrase?est?donc?une?cible?
idéale? pour? lutter? contre? la? propagation? des? virus.? Elle? est? également? la? seule? des? trois? enzymes?
virales?pour? laquelle? il?n'existe?actuellement?qu'un? inhibiteur?utilisable?en?thérapie?(Raltégravir).?En?











afin?de?pouvoir? interagir?avec? la?protéine? intégrase?et?couvrir?son?domaine?d'interaction?avec? l'ADN?
viral?:?des?inhibiteurs?qui?correspondent?à?des?fragments?du?domaine?central?de?l'intégrase?du?VIH?1?
ont? déjà? été? développés? (Maroun? et? al.? 1999;? De? Soultrait? et? al.? 2002).? Ces? deux? peptides?
interagissent?avec?l'intégrase?au?niveau?de?son?site?actif?et?empêchent?la?fixation?de?l'enzyme?sur?son?





D'autres? inhibiteurs? ont? également? été? développés? et? visent? à? empêcher? l'interaction? du?




présence? de? l'ADN? viral? associé? à? l'enzyme? à? la? suite? de? l'étape? de? clivage.? L'interaction? de? ces?
composés?avec?ce?complexe?va?empêcher? la? fixation?de? l'ADN?cible?et?donc? l'étape?de? transfert?de?
brins.?Le?Raltégravir?fait?parti?de?ces?composés?et?a?été?observé?dans?le?site?actif?de?l'intégrase?de?PFV?


















connues?à?ce? jour.?Plusieurs?de?ces?études?ont?reporté? l'inhibition?de? l'intégrase?par? l'utilisation?de?
peptites?dérivés?de?séquences?d'acides?aminés?impliqués?dans?la?dimérisation?du?CCD?(Maroun?et?al.?
2001;?Li?et?al.?2006;?Zhao?&?Chmielewski?2013).?Le?mode?d’action?de?ces?peptides?a?été?défini,?ces?



























été?utilisés?pour?déplacer? l'équilibre?d'oligomérisation?de? l'intégrase?du?VIH?1?vers? la? formation?de?
tétramères?qui?ne?seraient?pas?capables?de?réaliser? l'étape?de?clivage? (Hayouka?et?al.?2007).?Sur? le?
même? principe,? les? composés? qui? interagissent? avec? l’interface? dimérique? du? CCD? contribuent? à?
stabiliser? un? état? oligomérique? particulier? de? l’enzyme? (ici? la? forme? dimérique)? déplaçant? ainsi?




inhiber? l'activité?de? cette?enzyme.?On?peut? citer? l'exemple?du? composé?Y?3?qui?a?été? co?cristallisé?
avec?le?domaine?central?de?l'intégrase?du?RSV?(Lubkowski?et?al.?1998).?Cette?molécule?aromatique?ne?
se?lie?pas?dans?le?site?actif?mais?plutôt?à?sa?surface.?Bien?que?le?Y3?ne?se?lie?pas?dans?le?site?actif?et?ne?
semble? pas? influencer? l’état? d’oligomérisation? du? CCD,? il? influence? la? conformation? d'une? boucle?
flexible?interférant?directement?avec?la?liaison?de?l'intégrase?à?l'ADN.?Ce?composé?inhibe?les?activités?
de?clivage?et?de?transfert?de?brins?de?l’intégrase?avec?une?bonne?efficacité.?On?peut?également?citer?




les?activités?catalytiques?de? l’enzyme?en?agissant? indirectement?sur? la?conformation?du?site?actif?de?





l'intégrase?avec? ses?partenaires? viraux?et? cellulaires?au? sein?du?PIC? (Demeulemeester? et?al.?2012).?
Altérer? ces? interactions? devrait? perturber? le? mécanisme? d'intégration.? Dans? ce? contexte,? les?
inhibiteurs?d’interaction?entre?l’intégrase?du?VIH?1?et?son?partenaire?cellulaire?LEDGF,?ont?fait?l’objet?
de? nombreuses? études.? Des? composés? peptidiques? ou? chimiques? (appelés? LEDGIN)? interagissant?
spécifiquement? avec? l'intégrase? au? niveau? de? son? site? d'interaction? avec? LEDGF? (en? particulier? au?
niveau?du?CCD)?ont?été?identifiés?et?perturbent?efficacement?la?réplication?des?rétrovirus?(figure?18)?
(Christ?et?al.?2010;?Rhodes?et?al.?2011;?Kessl?et?al.?2012).?La?stratégie?inverse?a?également?été?utilisée?













Le? premier? médicament? ciblé? contre? l’intégrase,? le? Raltégravir,? a? démontré? un? effet?
antirétroviral? rapide? et? efficace? chez? des? patients? infectés? par? le? VIH?1.? Il? représente? le? premier?
???
?
inhibiteur? de? l’intégrase? a? avoir? été? approuvé? par? la? FDA? (2007)? pour? son? utilisation? clinique?
(Demeulemeester?et?al.?2012).?Toutefois,?ce?traitement?s’accompagne?rapidement?par?l’apparition?de?
souches? résistantes.? D’autres? inhibiteurs? de? l’intégrase? et? ciblant? le? site? actif,? l’Elvitégravir? et? le?
Dolutégravir,?sont?actuellement?en?fin?de?phases?cliniques,?mais?semblent?également?déjà?rencontrer?
des?phénomènes?de? résistances? (Mouscadet?et?al.?2010).?Pour?prévenir? l’apparition?de? résistances?
croisées,?de?nouveaux?inhibiteurs?ciblés?contre?d’autres?sites?de?l’intégrase?(inhibiteurs?allostériques)?



















 Mon? travail? de? thèse? a? principalement? porté? sur? l’étude? des? propriétés? moléculaires? et?
structurales?de? l’intégrase?du?rétrovirus?de? l’espèce?aviaire?RAV?1,?qui?constitue?un?modèle?d'étude?
de?l'intégrase?du?VIH?1.?Cette?dernière?s’est?déroulée?au?sein?des?équipes?de?«?Biocristallographie?et?
Biologie? Structurale? des?Cibles? Thérapeutiques?»? et? «?Rétrovirus,? Intégration?Virale? et?Vaccins»?du?
pôle?scientifique?de?Lyon?Gerland,?sous?la?direction?du?Pr.?P.?Gouet?et?du?Dr?C.?Ronfort.??
?
Cette? recherche? s’est? inscrite? dans? la? continuité? du? travail? de? thèse? effectué? par? le?Dr?A.?
Ballandras? sur? cette?même? enzyme? de? 2009? à? 2012.? Lorsque? j’ai? débuté?mes? recherches,?Allison?
Ballandras?venait?de?résoudre?la?structure?cristalline?du?domaine?catalytique?(CCD)?de?l’intégrase?du?
RAV?1? à? une? résolution? de? 1,8? Å.? La? structure? dimérique? du? CCD? obtenue? révélait? un? «?nouvel?»?
assemblage,?stabilisé?à?son?interface?intermoléculaire?par?trois?paires?d'hélices???contre?deux?paires?
d’hélices???dans? tous? les?assemblages?dimériques?«?canoniques?»?de?CCD?observés? jusqu’à?présent?
(RSV,?HIV?1,?SIV,?PFV…).?Le?passage?de?l'interface?dimérique?«?canonique?»?à?la?«?nouvelle?»?interface?
nécessite?un?déplacement?significatif?de?15?Å?d’un?monomère? le? long?du?deuxième?monomère.?Les?
structures? tertiaires?des?CCD?sont?préservées? lors?de?ce? réarrangement.?L'analyse?de?ce?«?nouvel?»?
assemblage? montre? que? cette? translation? donne? lieu? à? l'apparition? de? canaux? symétriques? à?
l’interface?dimérique,?délimités?par? les?paires?d'hélices??1??1?et??3??5.?Une?molécule?d'acide?2?(N?
Morpholino)?EthaneSulfonique?(MES),?utilisée?comme?tampon?dans? la?solution?de?cristallisation,?est?










L’article?présentant?ces?résultats?était?en?cours?d’écriture? lorsque? j’ai?commencé?ma? thèse.?
Une?condition?nécessaire?à?sa?publication?était?de?montrer?que?la?«?nouvelle?»?interface?observée?in?
cristallo? pouvait? se? former? en? solution.? En? effet,? des? expériences? réalisées? par? Allison? Ballandras?
durant? sa? thèse? ont? montré? que? le? domaine? catalytique? isolé? de? l'intégrase? du? RAV?1? était?
majoritairement?sous?forme?monomérique?en?solution,?même?en?présence?de?MES.?De?plus,? l'ajout?




l’intégrase? du? RAV?1? (IN?CCD).? Une? étude? par?modélisation? moléculaire? a? permis? de?mettre? en?
évidence? la? possibilité? de? former? un? pont? disulfure? inter?moléculaire? à? l’interface? du? «?nouvel?»?
???
?
assemblage? par? la?mutation? de? l’histidine? 103? en? cystéine.? J’ai? donc? dans? un? premier? temps? dû?
surproduire? le? domaine? catalytique? muté? de? l'intégrase? du? RAV?1? (IN?CCD?H103C)? en? système?
procaryote? (E.? coli)?et?étudier? son? comportement? en? solution,? avant?de?parvenir? à? l’assembler?de?





par? la?suite? l'effet?de?ces?composés? in?vitro?(activités?catalytiques?de? l’intégrase)?et? in?cellulo?(sur? le?
cycle? réplicatif? rétroviral).? En? effet,? notre? hypothèse? de? travail? est? que? cette? nouvelle? association?
dimérique,? qui? semble? significativement? différente? de? celle? observée? pour? la? phase? d’intégration,?
pourrait?se?produire?sur? l'enzyme?entière?et?engendrer?des? réarrangements?structuraux?des?autres?
domaines,? la?rendant? inactive?pour? l'étape?d'intégration.?Ainsi,?des?composés?analogues?au?MES?et?
présentant?une?affinité?élevée?pour?le?nouvel?assemblage?dimérique,?pourraient?être?utilisés?en?tant?





in? vitro? et? d’obtenir? des? informations? structurales? sur? ces? complexes? afin? de? développer?
rationnellement?de?nouveaux?composés?plus?affins.?En?parallèle,? j’ai?également?dû?mettre?au?point?
des? techniques? permettant? d’observer? l’effet? de? ces? composés? sur? la? forme? sauvage? du? domaine?
catalytique? (IN?CCD?WT)? et? en? particulier? sur? son? état? d’oligomérisation.? Ces? recherches? que? j’ai?




Par? ailleurs,? nous? avons? observé? que? la? formation? de? cette? nouvelle? interface? dimérique?
















Sa? structure? tridimensionnelle? n'étant? alors? pas? connue,? j’ai? aussi?mis? en? place? un? protocole? de?
surproduction?et?de?purification?d’IN?FL?WT?afin?de?permettre?d'initier?des?essais?de?cristallisation.?
J’ai? également? caractérisé? son? état? d’oligomérisation? en? solution? ainsi? que? son? état? de? dispersité?
avant?de?mener?une?étude?par?diffusion?des?rayons?X?aux?petits?angles? (SAXS),?pour?modéliser?son?
enveloppe? (collaboration? avec? le? Dr? Patrice? Vachette? de? l’équipe? «?Conformation? Des?
Macromolécules? en? Solution?»,? IBBMC,? Paris?Orsay).? Le? protocole?mis? au? point? pour? la? protéine?
entière? sauvage?a?été?utilisé?pour? surproduire?et?purifier? la?protéine?entière?mutée? (IN?FL?H103C)?
dans? le? but? de?mettre? en? évidence? l’existence? de? la? «?nouvelle?»? interface? stabilisée? par? un? pont?
































 Principe? :? Une? souche? modifiée? d'Escherichia? coli? (souche? DH5?)? est? utilisée? pour? la?
production?et? le?stockage?de? l'ensemble?des?ADN?plasmidiques?d'intérêt.?Cette?souche?bactérienne?






plasmidiques.?Les?bactéries?sont?conservées?à?court? terme?sous?cette? forme?près?de? trente? jours?à?
4?°C.?
??












? Protocole? :?L'extraction?sélective?de? l'ensemble?des?ADN?plasmidiques?d'intérêt?est?réalisée?




ou? 5?10?ml? (faible? taux? de? réplication)? de?milieu? LB,? dans? un? agitateur? à? 37? °C? sur? la? nuit,? pour?
atteindre? la? saturation? du? milieu? de? culture.? Ce? dernier? est? ensuite? centrifugé? à? 6?800? g? et? à?
température? ambiante?pendant?deux?minutes? afin?de? sédimenter? les?bactéries.? Le? surnageant?est?
ensuite?éliminé?et?les?bactéries?resuspendues?dans?250?μl?d'une?solution?contenant?un?tampon?Tris?
(hydroxyméthyl)?aminométhane?(Tris?pH?8,0),?de?l’acide?diamine?ethylène?tétraacétique?(EDTA)?ainsi?
que? l'enzyme?Ribonucléase?A? (RnaseA).? L'EDTA? va? chélater? les? cations? divalents? contenus? dans? la?
membrane?externe?bactérienne?permettant?de?la?fragiliser.?Il?permet?de?plus?de?priver?les?nucléases?
bactériennes?de? leur? cofacteur?magnésium? limitant? la?dégradation?des?ADN? recherchés.? L'enzyme?
RnaseA?permet? la?dégradation?des?ARN?bactériens? libérés? suite?à? l'étape?de? lyse.?Une? fois?que? les?
cellules? sont?homogénéisées?dans? la? solution?précédente,?est?ajouté?250?μl?d’une? solution?de? lyse?
(contenant?le?détergent?anionique?dodécylsulfate?de?sodium?ou?SDS?et?de?la?soude),?et?le?milieu?est?
inversé?quatre?à?six?fois.?Le?détergent?SDS?permet? la?rupture?de? la?membrane? lipidique?bactérienne?
???
?
et? la? lyse? des? bactéries.? Le? pH? très? alcalin? de? la? soude? assure? de? façon? concertée? avec? le? SDS? la?
dénaturation? des? macromolécules? dont? les? protéines? bactériennes,? mais? également? l'ADN?
chromosomique? et? l'ADN? plasmidique.? Par? la? suite,? 350? μl? d'une? solution? de? neutralisation?
(contenant?de? l'acétate?de?potassium)?est?ajouté?et? le?milieu? inversé?quatre?à?six? fois.?L'acétate?de?
potassium?permet?la?neutralisation?de?la?soude?et?le?retour?à?la?normalité?du?pH.?Cette?neutralisation?
aboutit? à? la? précipitation? et? à? la? renaturation? incorrecte? des? protéines? ainsi? que? de? l'ADN?
chromosomique? qui,? du? fait? de? sa? taille,? ne? peut? pas? se? réhybrider? correctement.? L'acétate? de?
potassium?a?également?pour?effet?de?faire?précipiter? le?SDS?associé?aux? lipides?et?aux?protéines,?ce?
qui? aboutit? à? la? formation? d'un? précipité? contenant? les? complexes? SDS?lipides?protéines?ADN?
chromosomique.? L'ADN? plasmidique,? de? plus? petite? taille,? peut? quant? à? lui? se? réhybrider?
correctement? et? rester? en? solution.? La? solution? est? clarifiée? par? centrifugation? à? 12?000? g? et? à?
température?ambiante?pendant?cinq?minutes.?Le?surnageant?contenant?l'ADN?plasmidique?(ainsi?que?
de?petits? fragments?d'ADN?chromosomique?et?des? traces?d'ARN)?est?récupéré?et? le?culot?de?débris?
bactériens?éliminé.??
?




par? une? centrifugation? à? 12?000? g? et? à? température? ambiante? pendant? une? minute.? Une?
centrifugation? supplémentaire? à? 12?000? g? et? à? température? ambiante? pendant? une? minute? est?
ensuite?réalisée?à?vide?afin?d'éliminer?les?traces?résiduelles?d'éthanol?qui?pourraient?interférer?sur?des?
étapes?ultérieures?de? traitement?de? l'ADN?plasmidique.? L'ADN?plasmidique? retenu? sur? la? silice?est?
ensuite?élué?par?l'ajout?de?25?50?μl?d'eau?stérile?suivi?d'une?centrifugation?de?la?colonne?à?12?000?g?et?






comme? par? exemple? suite? à? une? réaction? d’amplification? en? chaîne? par? polymérase? (PCR)? afin?





? Protocole? :?La?purification?des?ADN?est?réalisée?à? l'aide?d'un?kit?commercial?(Nucleospin?Gel?
and? PCR? Clean?up,? Macherey?Nagel).? Le? mélange? de? PCR? (pour? 100? μl)? ou? l'agarose? excisé? et?





et? à? température? ambiante?pendant? trente? secondes.?Un? lavage?de? la? colonne? avec?700?μl?d'une?
solution?d'éthanol?est?effectué?afin?d'éliminer?les?traces?de?sels?et?de?protéines?dénaturées.?Puis,?une?
étape? de? centrifugation? est? réalisée? à? vide? à? 11?000? g? et? à? température? ambiante? pendant? deux?
minutes?afin?d'éliminer?les?traces?d'éthanol.?L'ADN?d'intérêt?est?ensuite?élué?de?la?colonne?par?l'ajout?












par? une? enzyme,? l'ADN? ligase? du? phage? T4.? Cette? enzyme? catalyse? en? présence? d'ATP? et? de?
magnésium? la? formation? de? liaisons? phosphodiester? entre? une? extrémité? 5'? phosphate? et? une?
extrémité?3'?hydroxylée?(Weiss?&?Richardson?1967).??
?
Protocole? :?Pour? la? ligature?d'un? fragment?d'ADN?dans?un? vecteur?de? clonage,?un? vecteur?
d'ADN?linéarisé?est?mis?en?présence?de?l'insert?(traité?par?les?mêmes?enzymes?de?restriction?que?pour?
le?vecteur?ADN)?et?de?l'ADN?ligase?du?phage?T4?dans?un?tampon?adapté?et?donné?par?le?fournisseur?











Protocole? :?La? réaction? standard?a? lieu?dans?un?volume? final?de?20?μl?comprenant?2?μl?de?
tampon?de?restriction?(1?X?final)?dont? la?composition?dépend?selon?les?enzymes?de?restriction,?0,5?à?
5?μg?d'ADN?cible?et?une?unité?d'endonucléase?de?restriction?par?μg?d'ADN?cible.?La?durée?d'incubation?
est? généralement? d'une? heure? et? est? réalisée? à? 37? °C.? Les? enzymes? sont? ensuite? inactivées? par?






réactions?PCR.?Pour?cela,?une?enzyme?particulière?est?utilisée,? l'enzyme?Dpn1? issue?de? l'organisme?
Diplococcus?pneumoniae?G41?(Geier?&?Modrich?1979).?L'enzyme?Dpn1?est?une?enzyme?de?restriction?
reconnaissant? spécifiquement? la? séquence?palindromique?de?quatre?bases?GATC?et?est? capable?de?
cliver?cette?séquence?entre? l'adénosine?et? la?thymidine,?uniquement?dans? le?cas?ou? l'adénosine?est?
méthylée.?Les?souches?d'Escherichia?coli?dam+?(dont?les?souches?DH5?)?codent?une?enzyme?de?type?
méthylase?qui?catalyse? la?méthylation?de?certaines? séquences? spécifiques?d'ADN.?Les?ADN? isolés?à?

















les? deux? extrémités? de? l'ADN? à? amplifier? et? s'hybridant? respectivement? aux? brins? parallèles? et?
antiparallèles? de? cet? ADN,? des? oligonucléotides,? un? tampon? réactionnel? adapté? à? l'enzyme? et? du?
magnésium.?Le?principe?de?l'amplification?repose?sur?la?répétition?de?trois?processus:?la?dénaturation?
de? l'ADN? cible?bicaténaire?à?une? température?élevée? (environ?95? °C)?afin?d'obtenir?des?molécules?
d'ADN?monocaténaires,? l'hybridation? des? amorces? oligonucléotidiques? complémentaires? de? l'ADN?
monocaténaire? cible? par? une? diminution? de? la? température? (généralement? entre? 50? et? 70? °C)? et?
l'élongation? par? une?ADN? polymérase?ADN? dépendante? thermostable? à? partir? des? amorces? à? une?
température?proche?de?72?°C.?Les?produits?de?ce?premier?cycle?sont?ensuite?dénaturés?par?la?chaleur?






d'ADN? matriciel,? 125? ng? de? chaque? amorce? oligonucléotidique? (Sigma),? 10? μl? de? tampon? 5? X?
nécessaire? à? l'activité? de? l'enzyme? (New? England? Biolabs)? et? 1? μl? de? 10?mM? dNTP? (New? England?
Biolabs).? Les? réactions?de? PCR? sont? réalisées?dans?un? thermocycleur?GeneAmp? PCR? System? 9?700?
(Applied?Biosystems)?selon?un?programme?contenant? les?quatre?étapes?suivantes? :?dénaturation?de?
l'ADN? matriciel? à? 95? °C? pendant? trente? secondes,? hybridation? spécifique? des? amorces?
oligonucléotidiques? pendant? une? minute? à? une? température? propre? aux? amorces? utilisées?
(température?de? fusion?ou?Tm)?et?élongation?à?72?°C?par? l'ADN?polymérase.?Le?temps?d'élongation?
est?fonction?de?la?taille?du?fragment?à?amplifier?et?de?la?vitesse?de?polymérisation?de?la?polymérase?







ciblée? différents? types? de? mutations? (substitutions,? insertions? ou? délétions)? dans? une? séquence?
d'ADN? plasmidique? bicaténaire? sans? nécessité? de? sous? clonages.? Cette? méthode? repose? sur?
l'observation? qu'une? stricte? complémentarité? de? séquence? de? l'amorce? nucléotidique? avec? l'ADN?
cible,?n'est?pas?absolument?nécessaire?sur?toute? la? longueur?considérée?pour? la?réaction?de?PCR.?La?
procédure? implique? une? réaction? de? PCR? utilisant? un? ADN? plasmidique? bicaténaire? comme? ADN?











? Protocole? :? Pour? la?mutagénèse? dirigée? par? PCR,? le? protocole? suivi? est? le?même? que? le?
protocole?classique?de?PCR?avec?une?variation?dans? le?nombre?de?cycles?selon? le? type?de?mutation?
introduite?(douze?cycles?pour?la?mutation?d'une?seule?base,?seize?cycles?pour?une?substitution?et?dix?






ce? travail? sont?déjà?préalablement? rendues? compétentes?par? traitement? chimique.?La?méthode?du?
choc? thermique? consiste? à? mettre? l'ADN? plasmidique? d'intérêt? en? présence? des? bactéries?
compétentes?et?à? soumettre?ces?bactéries?à?un? rapide?changement?de? température.? Les?bactéries?
ainsi? fragilisées? incorporent? les? ADN? plasmidiques? et? peuvent? être? sélectionnées? en? culture? par?
l'utilisation?d'un?antibiotique?approprié.?
?













Principe? :? Différents? antibiotiques? sont? utilisés? afin? d'assurer? la? sélection? des? bactéries?
porteuses? des? ADN? plasmidiques? d’intérêt.? Les? antibiotiques? utilisés? dans? ce? travail? sont? le?
chloramphénicol,?l'ampicilline?et?la?kanamycine.??
?




enzyme? va? catalyser? l'ajout? d'un? groupement? acétyl? provenant? de? l'acétyl?coenzyme? A? sur? le?
groupement?hydroxyle?du?chloramphénicol?permettant?sa?détoxification.??
?
L'ampicilline? est? un? antibiotique? à? large? spectre? qui? appartient? à? la? famille? des? bêta?
lactamines.? Cet? antibiotique? agit? comme? inhibiteur? compétitif? d'une? enzyme? à? activité?
transpeptidase,? impliquée?dans? la? formation?de? la?paroi? cellulaire?des?bactéries?gram?positives.? La?
résistance?à? l'ampicilline?est? le?plus?souvent?apportée?par?un?gène?codant?une?enzyme?à?activité???




Cet? antibiotique? se? fixe? à? la? petite? sous? unité? des? ribosomes? de? procaryotes? interférant? dans? la?
traduction? des? ARN?messagers? et? entraînant? l'arrêt? de? la? traduction? et? la? synthèse? de? protéines?
tronquées.? La? résistance? à? la? kanamycine? est? le? plus? souvent? apportée? par? un? gène? codant? une?















? Principe? :?Différents? variants?d'une? souche?modifiée?d'Escherichia? coli? (souche?BL21),? sont?
utilisés?pour?la?production?des?protéines?recombinantes?d'intérêt.??
?
? La? souche? BL21? DE3? est? couramment? utilisée? pour? les? expressions? de? protéines?
recombinantes?et?présente?l'avantage?d'être?déficiente?pour?les?protéases?lon3?et?ompT?qui?peuvent?
être? responsables?de? la?dégradation?des?protéines? surproduites.?Le? terme?«?DE3?»? indique?que?ces?
???
?
bactéries?ont?subi?une?modification?de? leur?génome?dans? lequel?a?été? inséré? le? lysogène?DE3?placé?
sous? le? contrôle? du? promoteur? de? l'opéron? lactose? modifié? pour? le? rendre? peu? sensible? au?
phénomène?de? répression? catabolique?par? le?glucose? (promoteur? lacUV5)? (figure?22).? Le? lysogène?
DE3? code? une? ARN? polymérase? ADN? dépendante? provenant? du? bactériophage? T7? ou? PolT7.? En?






Studier? consiste? à? transformer? ces? bactéries? avec? un? gène? d'intérêt? placé? sous? le? contrôle? du?
promoteur? reconnu? par? la? PolT7,? qui? présente? l'avantage? d'être? un? promoteur? fort,? ainsi? que? de?
l'opérateur?de? l’opéron? lactose? (Davanloo? et? al.? 1984;? Studier?&?Moffatt? 1986).? Le? gène?d'intérêt?
remplace?ainsi?les?gènes?LacZ,?LacY?et?LacA?de?l'opéron?lactose.?L'ajout?de?lactose?ou?d'un?analogue?
non? hydrolysable? permet? de? lever? la? répression? de? LacI? sur? les? opérateurs? de? l’opéron? lactose? et?
d’initier?l'expression?du?lysogène?DE3?par?l'ARN?polymérase?ADN?dépendante?bactérienne.?L'enzyme?
PolT7? issue? du? lysogène? DE3? peut? ainsi? assurer? la? transcription? du? gène? d'intérêt? placé? sous? le?
contrôle?du?promoteur?spécifique?de?la?PolT7?et?de?l’opérateur?de?l’opéron?lactose?(figure?23).?
?













L'expression?de? gènes?hétérologues? chez? E.? coli? est?parfois?difficile,?quand? l'utilisation?des?
codons?dans? le?gène?recombinant?est?différente?de?celle?des?cellules?hôtes.?La? traduction?de? l'ARN?
recombinant? est? alors? ralentie,? ce? qui? aboutit? à? des? protéines? tronquées? ou? plus? rarement? à? des?
modifications? dans? la? séquence? d'acides? aminés? de? la? protéine? surproduite.? Le? problème? est?
particulièrement? connu? pour? les? codons? CGA? (arginine),? CGG? (arginine),? AGA? (arginine),? AGG?
(arginine),?AUA? (isoleucine),?CUA? (leucine),?CCC? (proline)?et?GGA? (glycine).?Ce?problème?peut?être?
résolu?par?l'utilisation?d'une?souche?particulière?appelée?«?Rosetta?2?DE3?pLysS?»?(Novy?et?al.?2001).?





avec? la? possibilité? de? favoriser? la? formation? des? ponts? disulfures? à? l'intérieur? du? cytoplasme? des?
bactéries.? Le? milieu? intra?cellulaire? d'E.? coli? est? normalement? réducteur? et? certaines? protéines?
recombinantes?nécessitent,?pour?être?correctement?repliées,? la? formation?de?ponts?disulfures? intra?
ou? inter?moléculaires.?Cette? souche? comprend?des?mutations?dans? les? gènes? trxB? et? gor?dont? les?
produits? sont? responsables?du? contrôle?du?potentiel?oxydo?réducteur?du?cytoplasme?d'E.? coli?et? la?











 Les? cellules? BL21? sont? également? compatibles? avec? un? autre? système? d'induction? de? la?
surproduction?de?protéines? recombinantes,?basé? sur? l'utilisation?de?promoteurs?hybrides?nommés?
promoteurs?«?trc?»?(constitué?de? la?région??35?du?promoteur?tryptophane?trp?et?de? la?région??10?du?
promoteur? lactose? modifié? lacUV5? séparés? par? dix?sept? paires? de? bases)? et? promoteurs? «?tac?»?





ce?type?de?promoteur?peut?être? intéressante? lorsque? la?production?trop? importante?d'une?protéine?
recombinante?s'accompagne?de?problèmes?de?solubilité?ou?de?toxicité.??
?




















permet? la? production? de? particules? virales? contenant? l'ADN? plasmidique? sous? la? forme? d'un? ADN?
monocaténaire? lors? d'une? infection? par? le? bactériophage?M13.? Il? possède? également? l'origine? de?
réplication?bactérienne?ColE1?nécessaire?à?la?réplication?de?l'ADN?plasmidique?dans?les?bactéries.?Le?
gène? KanR? confère? aux? bactéries? transformées? par? ce? plasmide? une? résistance? à? l'antibiotique?
kanamycine.?Le?gène?codant?le?répresseur?LacI,?le?promoteur?T7,?l'opérateur?de?l’opéron?lactose?ainsi?
que?le?terminateur?T7?permettent?la?surproduction?de?protéines?recombinantes?basée?sur?le?système?
de?W.? F.? Studier.? Les?protéines? recombinantes?peuvent? selon? l'insertion?de? leur? gène?dans? le? site?
multiple? de? clonage? porter? une? étiquette? amino?terminale? de? configuration? six? histidines/site? de?
clivage? par? la? thrombine/étiquette? S/site? de? clivage? par? l'entérokinase? ou? une? étiquette? carboxy?
terminale? six? histidines.? L'étiquette? six? histidines? permet? de? faciliter? la? purification? de? la? protéine?
recombinante? par? un? système? de? chromatographie? d'affinité? pour? le?métal? (Porath? et? al.? 1975).?
L'étiquette?S?qui?est?un?oligopeptide?de?quinze?acides?aminés?issue?de?la?ribonucléase?A?pancréatique?




Ce?plasmide?a?été?utilisé?pour? la? surproduction?de? l'intégrase?entière?du?virus?RAV?1?et? le?





ce? plasmide,? une? résistance? à? l'antibiotique? ampicilline.? Le? gène? codant? le? répresseur? LacI,? le?
promoteur?trc,?l'opérateur?de?l’opéron?lactose?ainsi?que?les?terminateurs?de?transcriptions?bactériens?















de? l’opéron? lactose? ainsi? que? le? terminateur? T7? permettent? la? surproduction? de? protéines?
recombinantes?basée? sur? le? système?de?W.? F.?Studier.? La?particularité?de? ce?plasmide? réside?dans?








RAV?1? (sauvage?et?H103C)?dont? le?gène?a?été?modifié?afin?de? comporter?un? site?de? clivage?par? la?
thrombine?avant?l'étiquette?six?histidines?présente?du?côté?amino?terminal.?
?
Plasmide? pRK793? :? Le? plasmide? pRK793? (Kapust? et? al.? 2001)? possède? les? origines? de?
réplication?M13?ainsi?que?ColE1?et?la?présence?du?gène?amp?confère?aux?bactéries?transformées?par?
ce? plasmide? une? résistance? à? l'antibiotique? ampicilline.? Le? gène? codant? le? répresseur? LacI,? le?




TEV/étiquette? six? histidines? et? une? étiquette? carboxy?terminale? contenant? plusieurs? arginines.? Les?
étiquettes?MBP? et? poly?arginine? permettent? d'améliorer? la? solubilité? de? la? protéase? surproduite?
(Sassenfeld?&?Brewer?1984;?Di?Guan?et?al.?1988).?L'existence?d'un?site?de?clivage?par? la?protéase?du?


















? Protocole? :? Des? bactéries? adaptées? à? la? suproduction? de? protéines? recombinantes? sont?
transformées? par? les? plasmides? d'intérêt.? Les? bactéries? sont? ensuite? mises? en? culture? dans? un?








La? culture? est? ensuite? incubée? à? 37? °C? sous? agitation? (180? à? 220? rpm)? et? la? croissance?










Pour? certaines?protéines?étudiées,?différentes? concentrations?d'IPTG? (0,3?1?mM? final)?ainsi?
que?différents?temps? (quatre?heures?ou?sur? la?nuit)?et?températures?d'induction?(25?ou?37?°C)?sont?
testés?afin?d'améliorer? la?quantité?et? la? solubilité?des?protéines? surproduites.?Pour? certains?essais,?
une?solution?d’Augmedium?(1?X?final,?AthenaES)?est?ajoutée?dans?la?culture?et?avant?l’induction?afin?






 Principe? :? L'extraction? des? protéines? bactériennes? nécessite? une? lyse? efficace? des? cellules?
mais?également? l'utilisation?d'une?solution? tampon?adaptée?à? la?protéine?d'intérêt?pour?permettre?
son? extraction? efficace? de? la? fraction? insoluble? (débris? bactériens).? Les? conditions? optimales?
d'extraction? (méthode? de? lyse? et? nature? des? solutions? tampons)? vont? pouvoir? varier? selon? les?
protéines?étudiées?et?doivent?parfois?être?optimisées.?Il?existe?différentes?méthodes?de?lyse?possibles?
(mécaniques?ou? chimiques/enzymatiques)? et?qui? sont?plus?ou?moins? adaptées? selon? les?protéines?
étudiées.?Les?méthodes?de? lyse?qui?sont?employées?dans?ce?travail?sont? la? lyse?par?sonication?et? la?






ondes? ultrasonores? causent? la? croissance? de? bulles? microscopiques? par? un? phénomène? dit? de?









? Protocole? :? Pour? la? méthode? de? sonication,? les? cellules? (pour? un? litre? de? culture)? sont?
resuspendues?dans?une?solution?tampon?(20?à?40?ml)?adaptée?à? la?protéine?étudiée,?et?soniquées?à?








de?bactéries?est? injectée?dans?un?appareil?Microfluidizer?M?110P? (Microfluidics)?dont? le? circuit?est?
refroidi?dans?la?glace?(quatre?à?six?passages?successifs?à?18?000?psi?de?pression?suffisent).?
?
La? lyse? des? cellules? s'accompagne? de? la? libération? d'ADN? bactérien? mais? également? de?
protéases?cytosoliques?et?membranaires?qui?pourraient?dégrader?les?protéines?d'intérêt?extraites.?Les?





? Les? lysats? cellulaires? sont?ensuite? clarifiés?par? centrifugation?à?14?000?g?et?à?4? °C?pendant?













divalent? (généralement? de? nickel)? immobilisé? sur? un? support? solide? par? l'intermédiaire? d'un? bras?
espaceur,? comme? l'acide? iminodiacétique? (IDA)? ou? l'acide? nitrilotriacétique? (NTA).? L'ion? nickel?
possède?six?liens?de?coordination.?Trois?sont?sollicités?par?le?bras?espaceur?IDA?contre?quatre?pour?le?
bras?espaceur?NTA?permettant?d'immobiliser? l'ion?nickel?sur? la?résine.? Il?en?reste? trois?pour? le?bras?
IDA?et?deux?pour? le?bras?NTA?qui?peuvent? interagir?avec? les?atomes?d'azote?du?cycle?de? la?chaîne?










 Protocole? :?La?purification?des?protéines?par? le? système? IMAC?est? réalisée?à? l'aide?d'un?
système? de? chromatographie? liquide? des? protéines? à? basse? pression? (Fast? Protein? Liquid?
Chromatography?ou?FPLC,?système?Aktä?purifier,?GE?Healthcare).?Une?colonne?est?reliée?à?un?système?
permettant? aux? solutions? tampons? de? la? traverser? de? haut? en? bas.? Ce? dernier? comprend? deux?
pompes,?P1?et?P2,?reliées?aux?solutions?de?tampon?T1?ou?T2?(pour?P1)?et?T3?(pour?P2).?Ces?pompes?
vont?amener?les?tampons?dans?une?chambre?de?mélange?rendant?possible?la?création?d'un?gradient.?
Le?mélangeur? est? connecté? au? distributeur? qui? va? assurer? l'arrivée? de? tampon? dans? la? colonne.?
L'échantillon?à?chromatographier?est?également?déposé?dans? le?distributeur.?En?aval?de? la?colonne?
est? installé? un? conductimètre? (qui? enregistre? la? conductance? du? tampon? dépendant? de? sa?
composition)? et? une? cellule? spectrophotométrique? qui? enregistre? l'absorbance? aux? ultraviolets?
(généralement? à? 280? nm).? L'éluat? de? la? colonne? est? ensuite? recueilli? par? petites? fractions? par? un?
collecteur.?Pour?réaliser? les?purifications?par? le?système? IMAC,? les?solutions?de?surnageants? filtrées?
récupérées?après? la? lyse?des?bactéries?et?contenant? les?protéines?d'intérêt?sont? injectées?dans?une?
boucle? d'injection? reliée? au? distributeur.? Des? colonnes? de? 1? ml? chélatées? avec? du? nickel? par?
l'intermédiaire?d'un?bras?espaceur?de?type?IDA?sont?utilisées?(Protino?Ni?IDA?1?ml,?Macherey?Nagel).?
Après?le?passage?de?la?totalité?du?surnageant?sur?la?colonne?pré?équilibrée?avec?le?tampon?de?lyse,?un?
premier? lavage?est?réalisé?avec? le?tampon?de? lyse?ou?tampon?T1?afin?d'éluer? les?protéines?qui?ne?se?
sont?pas?fixées?sur? la?colonne.?Un?deuxième? lavage?plus?stringent?est?parfois?ensuite?réalisé?à? l'aide?
d'un?tampon?T2?identique?au?tampon?T1?mais?avec?une?plus?forte?concentration?en?sel?permettant?de?
décrocher? les?protéines?et? les?acides?nucléiques?fixés?de?façon?aspécifique?sur? la?colonne?ou?sur? les?








 Principe? :? Cette? technique? utilisée? aussi? bien? à? des? fins? analytiques? que? préparatives,?











de?polyosides?bactériens? de? type? dextran? et?d’agarose.?Une? colonne? Superdex? 200?HR? 10/30? (GE?
Healthcare)? adaptée? pour? une? séparation? optimale? dans? la? gamme? 10?600? kDa? et? couplée? à? un?
système? FPLC,? est? lavée? en? eau?puis? équilibrée?dans?un? tampon?de? composition? variable? selon? la?
protéine?analysée.?Une?colonne?Superdex?75?HR?10/30?(GE?Healthcare)?adaptée?pour?une?séparation?
optimale? dans? la? gamme? 3?70? kDa? peut? également? être? utilisée.? Les? échantillons? protéiques? sont?
préparés?dans?le?plus?petit?volume?manipulable?possible?afin?d'améliorer?la?résolution?de?séparation?
et?sont? injectés?dans? la?colonne?avec?un?débit?de?0,250?ml/min.?La?sortie?de?colonne?des?protéines?








? ? ? ?
7.1.1.?Clivage?par?la?thrombine?
  
Principe? :? Suite? à? la? purification? et? pour? certaines? protéines? étudiées,? une? étape?















 Principe? :?Dans?certains?cas,?un?site?de?clivage?par? la?protéase?du?virus?de? la?gravure?du?
tabac? (Tobacco? Etch? Virus? ou? TEV)? est? présent? entre? la? protéine? d'intérêt? et? l'étiquette? poly?
histidines.?Cette?protéase?possède?une?stabilité?et?une?spécificité?de?séquence?plus?élevées?que? la?
thrombine? et? présente? également? l'avantage? de? pouvoir? facilement? être? surproduite? au? sein? du?




? Protocole? :? Pour? cliver? l'étiquette? de? purification,? la? protéine? d'intérêt? est? mise? en?
présence?de?la?protéase?du?TEV?surproduite?au?sein?du?laboratoire?et?sous?agitation?douce.?Différents?
rapports? massiques? protéase? du? TEV/protéine? cible,? temps? d'incubation? et? températures?






Principe? :? Certaines? applications? nécessitent? la? concentration? des? protéines? d'intérêt?
contenues?dans?un?échantillon.?La?concentration?des?protéines?étudiées?dans?ce?travail?est?réalisée?
par? l'utilisation? d'un? système? d'ultrafiltration.? Une? membrane? semi?perméable? peut? séparer? les?
composants?d'un?mélange?selon?leurs?masses?moléculaires.?Le?seuil?de?coupure?de?la?membrane?est?






? Protocole? :? Les? concentrateurs? qui? sont? utilisés? dans? ce? travail? sont? les? concentrateurs?
possédant?une?membrane?en?Poly?Ether?Sulfone?ou?PES? (Vivaspin)?et? les?concentrateurs?possédant?
une?membrane?en?cellulose?régénérée?(Amicon).?La?solution?protéique?à?concentrer?est?déposée?sur?
la? membrane? préalablement? activée? avec? le? tampon? puis,? les? systèmes? d'ultrafiltration? sont?
centrifugés?à?4?000?g?et?à?4?°C?jusqu'à?l'obtention?d'une?concentration?en?protéine?désirée.?Un?rotor?à?





Principe? :? Certaines? applications? nécessitent? de? modifier? la? composition? de? la? solution?
tampon? d'un? échantillon? contenant? une? protéine? d'intérêt.? Comme? alternative? à? la? dialyse,? le?
système?qui?est?utilisé?dans?ce? travail?pour? les?échanges?de? tampons?est?basé?sur? le?principe?de? la?
chromatographie?d'exclusion?de?taille?ou?filtration?sur?gel?décrit?précédemment.??
?





5? kDa? sont? éluées? en? premier? dans? la? solution? tampon? finale? alors? que? les?molécules? de? tailles?
inférieures?à?1?kDa?sont?éluées?en?dernier.?La?sortie?de?colonne?des?protéines?est?suivie?par? lecture?
de?l'absorbance?pour?des?longueurs?d'ondes?de?280?et?260?nm,?et?la?sortie?d'autres?molécules?comme?
les? sels? est? suivie? par? lecture? de? la? conductance? de? la? solution.? Les? fractions? récupérées? peuvent?
ensuite? être? analysées? sur? un? gel? de? polyacrylamide? en? conditions? dénaturantes? (SDS?PAGE).?








 Principe? :? La? spectroscopie? ultraviolet?visible? est? utilisée? pour? contrôler? la? quantité? et? la?
qualité? des? ADN? utilisés? au? cours? de? ce? travail.? Les? acides? nucléiques? absorbent? la? lumière? dans?
l'ultraviolet,?dans?la?gamme?de?longueur?d'onde?de?240?à?280?nm.?L'absorption?de?la?lumière?par?les?





? Lorsque? la? lumière?passe?à? travers?une? solution? contenant?une? substance?absorbante,? son?










en? connaissant? la? longueur? du? trajet? optique,? il? est? donc? possible? de? déterminer? la? valeur? de? c?
correspondant?à? la?concentration?de?cette?substance?dans? la?solution.?Pour? les?acides?nucléiques,? il?
est? généralement? accepté? que? les? valeurs? de? coefficients? d'extinctions?molaires? pour? la? longueur?
d'onde?de?260?nm? correspondent?à?50,?33?et?40?ng.cm.μl?1? respectivement?pour? les?ADN?doubles?
brins,? simples?brins? et? l'ARN? permettant? de? déterminer? par?mesure?de? l'absorbance? à? 260?nm? et?
selon?la?nature?des?acides?nucléiques?leurs?concentrations?en?ng.μl?1.?
?
? La?pureté?des? solutions?d'acides?nucléiques?peut?être?estimée?par? la?mesure?des? rapports?
d'absorbance?à?260?et?280?nm?(A260/A280)?qui?doit?être?de?l'ordre?de?1,8?pour?un?ADN?double?brin?et?
de? 2,0? pour? un?ARN? (ces? valeurs? pouvant? toutefois? dépendre? du? pH? et? de? la? force? ionique? de? la?
solution).?Les?protéines?présentent?un?maximum?d'absorption?à? la? longueur?d'onde?de?280?nm.?La?
contamination? d'un? échantillon? d'acides? nucléiques? par? des? protéines? se? caractérise? donc? par? un?
rapport?A260/A280?inférieur?à?1,8?et? la?contamination?d'un?échantillon?d'ADN?par? l'ARN?se?caractérise?














? Principe? :? L'électrophorèse? sur? gel? d'agarose? (polymère? à? base? d'agar? purifié)? est? une?
méthode?utilisée?pour? séparer? l'ADN,? l'ARN?ou? les?protéines?en? fonction?de? leur?conformation,?de?
leur?poids?moléculaire?et?de? leur?charge.?Cette?technique?est?utilisée?pour? l'analyse?et? la?séparation?
des? acides? nucléiques.? Elle? est? basée? sur? la? séparation? de? la? cathode? vers? l'anode? des? acides?
nucléiques? chargés?négativement?dans?un?milieu?basique,? sous? l'effet?de? l'application?d'un? champ?
électrique.?La?migration? sous? l’effet?du?champ?électrique? se? réalise?dans? l’épaisseur?du?gel?poreux?
d’agarose?dans?lequel?l'échantillon?a?été?déposé.?Les?pores?de?ce?gel?se?comportent?comme?un?tamis?
qui?freine?le?déplacement?des?macromolécules.?Les?molécules?de?plus?petites?tailles?se?déplacent?plus?
rapidement? et?migrent? plus? loin? que? les?molécules? de? tailles? supérieures.? L'augmentation? de? la?
???
?











(Invitrogen)? est? ajouté.? Le? gel?est? laissé? à? température? ambiante? jusqu'à?polymérisation? complète?
avant?d'être?utilisé.?Les?échantillons?d'acides?nucléiques?sont?ensuite?mélangés?avec?un?tampon?de?
charge?6?X? (30?%?V/V? glycérol,?0,25?%?W/V?de?bleu?de?bromophénol)?utilisé? à?une? concentration?
finale?de?1?X?et?déposés?sur?le?gel?d'agarose,?le?bleu?de?bromophénol?servant?de?front?de?migration.?










exonucléasique.? Les? quatre? désoxynucléoides? (dATP,? dCTP,? dGTP? et? dTTP)? sont? ajoutés? ainsi? que?
quatre? didésoxynucléosides? (ddATP,? ddCTP,? ddGTP? et? ddTTP)? en? plus? faibles? concentrations? et?
marqués? par? des? fluorochromes? différents.?Au? cours? de? la? polymérisation? de? l'ADN? d'intérêt,? ces?
didésoxynucléosides? vont? pouvoir? être? incorporés? à? la? nouvelle? chaîne? synthétisée? empêchant? la?
poursuite?de? l'élongation.?Les?acides?nucléiques?amplifiés?sont?séparés?par?une?électrophorèse?sur?
capillaire? et? quatre? capteurs? (un? par? longueur? d'onde)? enregistrent? la? lumière? émise? par? les?
fragments? terminés? par? un? ddNTP?marqué.? Ces? quatres? types? se? signaux? sont? superposés? et? un?
logiciel? traduit? les? données? résultantes? en? séquence.? Par? cette?méthode,? il? est? ainsi? possible? de?
déterminer?la?séquence?d'un?fragment?d'environ?750?nucléotides.?
?

















 Principe? :? La? spectroscopie? ultraviolet?visible? est? utilisée? pour? contrôler? la? quantité? et? la?
qualité? des? protéines? utilisées? au? cours? de? ce? travail.? Les? protéines? absorbent? la? lumière? dans? la?




donnée? d'un? échantillon,? contenant? une? substance? absorbante? avec? un? coefficient? d'extinction?




la? contribution? des? absorptions? liées? aux? résidus? aromatiques? tryptophanes,? tyrosines? et?
phénylalanine?ainsi?que?des?ponts?disulfures?(cystines).?L'absorption?de? la? lumière?par? les?protéines?
est?maximale?par?les?résidus?tryptophanes?et?tyrosines?et?présente?généralement?un?maximum?pour?
la? longueur?d'onde?de?280?nm.? Il?est?accepté?que? les?valeurs?de?coefficients?d'extinctions?molaires?
pour? la? longueur?d'onde?de?280?nm?correspondent?à?5?500,?1?490?et?125?M?1.cm?1? respectivement?
pour? les? résidus? tryptophanes,? tyrosines? et? pour? les? cystines.? Il? a? ainsi? pu? être? montré? que? le?





? Par? la? mesure? de? l'absorbance? à? la? longueur? d'onde? de? 280? nm? d'un? échantillon? d'une?
protéine?purifiée?de?coefficient?d'extinction?molaire?connu?et?calculé?par?la?précédente?formule?et?en?




?1%? pour? une? solution? à? 1?%? (en? [g/100?ml]?1.cm?1)? en? connaissant? la?masse?moléculaire?M? de? la?
protéine?:?
?molaire?.?10?=??1%?.?M?
?? La? concentration? c? de? la? protéine? (en?mg.ml?1)? peut? ainsi? être? directement? obtenue? par?
l'application?de?la?formule?suivante?:?
(A280?/??1%)?.?10?=?c?
? La? qualité? et? la? pureté? des? solutions? protéiques? peuvent? être? évaluées? par? la?mesure? du?
rapport? d'absorbance? à? 260? et? 280? nm? (A260/A280).? En? effet,? les? acides? nucléiques? absorbent?





peut? également? être? détectée? par? spectroscopie? ultraviolet?visible? dans? la? gamme? de? longueur?
d'onde?300?500?nm,?les?particules?agrégées?étant?capable?de?diffuser?la?lumière.?
?
? Protocole? :? La?mesure?des? absorbances?des? solutions?protéiques?est? réalisée? à? l'aide?d'un?
spectrophotomètre?Nanodrop?2?000? (Thermo?Scientific)?qui?permet?de? réaliser? les?mesures?sur?des?
échantillons? protéiques? de? 2? μl? (trajet? optique? de? 1? mm).? La? valeur? du? rapport? A260/A280?
automatiquement?calculé?permet?de?contrôler?la?qualité?des?échantillons.?
?
2.1.2.?Spectroscopie?à?corrélation?de?photons? ? ? ?
  
Principe? :? La? spectroscopie? à? corrélation? de? photons,? également? connue? sous? le? nom? de?
diffusion? dynamique? de? la? lumière? ou? DLS? (pour? Dynamic? Light? Scattering),? est? une? technique?
permettant? d'estimer? le? diamètre? hydrodynamique? de? particules? à? partir? de? la?mesure? de? leurs?
coefficients?de?diffusion,?mais?également?de?caractériser?la?dispersité?d'un?échantillon.?Elle?est?basée?
sur? la? mesure? du? mouvement? Brownien? en? milieu? liquide.? Le? mouvement? Brownien? est? le?
mouvement?aléatoire?des?particules?dû?aux?collisions?de?ces?dernières?avec?les?molécules?du?solvant.?
Plus? une? particule? est? grosse,? plus? le?mouvement? brownien? est? lent,? alors? que? les? particules? de?










diamètre? hydrodynamique? d'une? sphère? qui? possède? le? même? coefficient? de? diffusion? que? la?
particule?et?peut?être?relié?à?la?masse?moléculaire?théorique?de?la?particule.?Toutefois,?le?coefficient?
de? diffusion? ne? dépend? pas? uniquement? du? diamètre? hydrodynamique? de? la? particule? mais?




















la? séparation? en? phase? gazeuse? de?molécules? chargées? (ionisées)? en? fonction? de? leurs? rapports?
masse/charge.?
? Le? spectromètre? de? masse? comporte? une? source? d'ionisation? suivie? d'un? ou? plusieurs?
analyseurs?qui? séparent? les? ions?produits? selon? leur? rapport?masse/charge? ou? rapport?m/z,? et? les?




la? source,? sous? forme? liquide? ou? solide,? ou? encore? par? l'association? à? une? méthode?
séparative.?
- La?source?d'ionisation?va?vaporiser?les?molécules?et?les?ioniser?selon?un?mode?choisi.?
- L'analyseur? permet? de? séparer? les? ions? en? fonction? de? leur? rapport? m/z.? Il? existe? des?
analyseurs? permettant? de? mesurer? la? masse? exacte? des? analytes.? On? parle? dans? ce? cas?
d'analyseurs?à? temps?de?vol?ou?Time?Of?Flight? (TOF).?Ces?analyseurs?peuvent?être? couplés?
entre?eux?pour?réaliser?des?expériences?de?spectrométrie?de?masse?en?tandem?ou?MS/MS.?




? Protocole? :? Toutes? ces? expériences? ont? été? réalisées? en? collaboration? avec? le? service? de?
spectrométrie? de? masse? de? la? plateforme? technique? «?Centre? Commun? de? Microanalyse? des?









 Principe? :? L'electrophorèse?permet?d'identifier? les?protéines? selon? leurs?poids?moléculaires?
par?migration?au? travers?d'un? gel?d’acrylamide? sous? l'effet?d'un? champ?électrique?en?présence?du?
détergent? SDS.? On? parle? alors? de? SDS?PAGE? ou? SDS?PolyAcrylamide? Gel? Electrophoresis.? Cette?
technique? a? été? décrite? pour? la? première? fois? par? L.?Ornstein? et? B.?J.?Davies? (Ornstein? 1964)? puis?
modifiée?par?U.?K.?Laemmli?avec?l'incorporation?de?SDS?(Laemmli?1970).?Le?réseau?de?polyacrylamide?
est? formé? par? co?polymérisation? de?monomères? d'acrylamide? (ou? acryl)? en? présence? de? petites?






bis?acrylamide.? Plus? la? concentration? est? élevée,? plus? les? pores? seront? petits.? Le? système? utilisé?





réalise?donc?une?étape?de? concentration?des?échantillons? jusqu'à? l'obtention?de? zones?protéiques?




l’aide?d’un?courant?électrique? (de? la?cathode?vers? l'anode)?et? la?séparation?des?protéines?s’effectue?
uniquement?en? fonction?de? leurs?masses?moléculaires? (les?protéines?ayant?une?masse?moléculaire?
plus?faible?migreront?plus?rapidement).?
?




 8?%? 10?%? 12?% 15?% 4?%
30?%?Bis?Acrylamide?? 2,6?ml? 3,3?ml? 4?ml? 5?ml? 30?%?Bis?Acrylamide?? 660?μl?
3?M?Tris?HCl?pH?8,8? 1,25?ml? 1,25?ml 1,25?ml 1,25?ml 1?M?Tris?HCl?pH?6,8? 625?μl
H2O? 5,6?ml? 5?ml? 4,24?ml 3,24?ml H2O 3,48?ml
10?%?W/V?SDS?? 400?μl? 400?μl 400?μl 400?μl 10?%?W/V?SDS?? 200?μl
10?%?W/V?APS?? 100?μl? 100?μl 100?μl 100?μl 10?%?W/V?APS?? 50?μl






Laemmli? dépourvu? d'agent? réducteur? peut? être? utilisé.? Une? solution? de? marqueurs? de? masses?
moléculaires?connues?(Prestained?Protein?Ladder,?Euromedex)?est?également?déposée?afin?de?pouvoir?
estimer? la?masse?moléculaire? des? protéines? d'intérêt.? La?migration? est? réalisée? à? 90? V? (voltage?


















de? la? solution? contenant? les?molécules? à? séparer,? doivent? éviter? les? conditions? dénaturantes.? Les?





migration.?Selon? le?signe?de? la?charge?globale?de? la?macromolécule,?ces?dernières?pourront?
migrer? vers? l'anode? (molécules? chargées? négativement)? ou? vers? la? cathode? (molécules?




- la? conformation? tridimensionnelle.? A?masse?moléculaire? et? charges? égales,? une?molécule?
pourra? selon? sa? forme?être?plus?ou?moins? ralentie?dans? sa?progression?par? le? support.?Par?
exemple,? une? molécule? de? structure? globulaire? sera? moins? ralentie? qu'une? molécule? de?
structure?fibreuse.?
? Cette?technique?présente?certains?avantages?comme?celui?de?permettre?la?détermination?de?
l'état? oligomérique? (monomères,? dimères)? et? conformationnel? (protéines? dénaturées? ou?
correctement? repliées)? des? protéines? analysées.? Elle? peut? également? permettre? sous? certaines?
conditions? de? suivre? des? phénomènes? de? liaisons,? qui? peuvent? entraîner? soit? un? changement?
conformationnel?(oligomérisation)?soit?le?masquage?de?charges?à?la?surface?d'une?protéine?cible?par?
l'ajout?d'un?partenaire?protéique?ou?d'un?ligand.?






de? 7,4? au? cours? de? la?migration? est? utilisé? (5? X? tampon? d'électrophorèse? pH? 7,4? :? 1,464?%?W/V?
imidazole,?4,17?%?W/V?Hepes).?Les?échantillons?à?analyser?sont?mélangés?au?tampon?de?charge?pour?
gel?natif?deux? fois?concentré? (pour?2?X? :?30?%?V/V?glycérol,?0,1?X? tampon?d'électrophorèse)?avant?














































protéines? migrent? depuis? le? gel? vers? la? membrane? en? conservant? leurs? positions? relatives.? Les?




de? lait?écrémé?en?poudre,?100?ml?TNT)?sur? la?nuit?et?sous?agitation?à?4? °C.?L'anticorps?primaire?de?
???
?
souris? (Abcam)?dilué?au?1/1000ème?dans?du?TNT? (0,5?μg/ml? final)?et?reconnaissant?spécifiquement?
l'étiquette?poly?histidines,?est?alors?ajouté?pendant?une?heure?et? sous?agitation.?La?membrane?est?
rincée?trois?fois?avec?du?tampon?TNT?afin?d'enlever? les?anticorps?primaires?non? liés?à? la?membrane.?
Puis,?celle?ci?est?mise?en?contact?avec?un?anticorps?secondaire?(Sigma)?de?chèvre?anti?souris?couplé?à?
la?phosphatase?alcaline,?et?dilué?au?1/2?000ème?dans?du?tampon?TNT?(12,5?ng/ml?final)?pendant?une?
heure? sous?agitation.? La?membrane?est? rincée?plusieurs? fois?avec?du? tampon?TNT.? La? révélation?a?
alors?lieu?par?détection?colorimétrique?en?utilisant?un?substrat?chromogénique?commercial?BCIP?NBT?
(Sigma?Fast).?L'enzyme?convertit?un?colorant?soluble?jaunâtre?en?une?forme?insoluble?mauve?révélant?





 Principe? :?Les?pontages?covalents?permettent?de?figer?de?façon?permanente?une? interaction?
protéine?ligand?ou?protéine?protéine.?Il?est?ensuite?aisé?d’observer?après?migration?sur?SDS?PAGE?de?
telles? interactions.?Dans? le?cas?présent,?cette?technique?nous?permet?d’analyser? l’état?oligomérique?




Protocole?:? Le? Bis? SulfoSuccinimidyl? Suberate? (BS3)? est? un? ponteur? homobifonctionel? non?
clivable?qui?contient?à?ses?deux?extrémités?une? fonction?ester?de?N?hydroxysulfosuccinimide? (NHS)?







solution? est? ensuite? incubée? quinze? minutes? à? température? ambiante.? Une? analyse? par?





Protocole?:? Les? groupements? amines? des? protéines? peuvent? réagir? avec? des? composés? bi?
aldéhydiques,? comme? le? glutaraldéhyde,? pour? former? des? dérivés? activés? capables? de? se? lier? à?
d’autres? protéines.? Pour? le? principe,? les? fonctions? amines? du? squelette? carboné,? ou? des? chaînes?
latérales? de? certains? acides? aminés? des? protéines,? peuvent? former? des? bases? de? Schiff? (fonctions?
imines)?avec?les?fonctions?aldéhydes?des?deux?extrémités?du?glutaraldéhyde,?chaque?extrémité?liant?
dans?le?meilleur?cas?deux?protéines?différentes.?La?solution?réactionnelle?comprend?5?μl?de?solution?















chaleur? rend? possible? la? détermination? directe,? en? une? expérience,? de? la? constante? d’affinité? à?
l’équilibre? (KD),? la? stœchiométrie?de? la? liaison? (n)?ainsi?que? l’enthalpie? (?H)?et? l’entropie? (?S)?de? la?
réaction.??
?









 Principe? :? La? fluorescence? intrinsèque? des? protéines,? et? en? particulier? la? fluorescence? du?
tryptophane,? peut? être? utilisée? pour?mesurer? l'interaction? de? ligands? avec? des? protéines? (Van? de?
Weert?&?Stella?2011).?Cette?technique?est?basée?sur?la?propriété?solvatochromique?de?la?fluorescence?
des? tryptophanes? des? protéines? (dépendance? de? la? fluorescence? vis?à?vis? de? l'environnement? du?
fluorophore)? permettant? de? suivre? l'évolution? de? différents? paramètres? de? cette? fluorescence?
(intensité? et? longueur? d'onde? d'émission? maximale)? en? fonction? d'un? paramètre? extérieur? (pH,?
température,?agent?dénaturant,?ligand).?
?
? Les?résidus?tryptophanes?des?protéines?participent? fréquemment?à? la? fixation?de?molécules?
comme? la? fixation? de? substrats? au? sein? d'un? site? actif.? La? liaison? d'un? ligand? à? proximité? d'un?
fluorophore?comme?le?tryptophane,?va?généralement?pouvoir?altérer?ses?propriétés?de?fluorescence?
au?niveau?de? l'intensité?d'émission,?mais?également?de? la? longueur?d'onde?d'émission?maximale?de?
fluorescence.? Ce? changement? de? fluorescence? peut? être? suivi? en? fonction? de? la? concentration? du?
ligand?ajouté?jusqu'à? la?stabilisation?du?signal?décrivant?un?phénomène?de?saturation?de?la?protéine?
avec? le? ligand?et?permettant?d'extraire? les?paramètres? thermodynamiques?d'interaction? comme? la?







de? la? lumière?à?une? longueur?d'onde?d'excitation?ou?d'émission? choisie?d'un? composé? (comme?un?
ligand)? ajouté? dans? la? solution? du? fluorophore? étudié.? Si? un? ligand? absorbe? à? la? longueur? d'onde?
d'excitation? du? fluorophore,? le? nombre? de? photons? disponibles? pour? exciter? le? fluorophore? sera?
réduit,?induisant?une?diminution?de?son?excitation?et?donc?de?sa?fluorescence.?Egalement,?si?un?ligand?
absorbe?à? la? longueur?d'onde?d'émission?du?fluorophore,? le?nombre?de?photons? issus?de? l'émission?
du? fluorophore? et? arrivant? au? détecteur? sera? réduit,? d’où? une? apparente? diminution? de? la?
fluorescence.?L'effet?de?filtre? interne?peut?également?être?rencontré?pour?des? ligands?ne?possédant?
pas? de? propriétés? d'absorption? mais? possédant? des? propriétés? de? diffusion? de? la? lumière.? La?
fluorescence?observée?doit?donc? toujours?être?corrigée?pour?cet?effet?au?cours?des?expériences?de?
titration? d’une? protéine? avec? un? ligand,? par? l'utilisation? d'une? solution? contenant? un? analogue? du?
fluorophore?en?absence?de? la?protéine?(le?N?acétyl?L?tryptophanamide?ou?NATA?dans? le?cadre?de? la?
fluorescence?des?tryptophanes).?
?
? Un? autre? phénomène? appelé? atténuation? collisionnelle? ou? atténuation? dynamique? peut?
également? se?produire.?Ce?phénomène?n'est?pas? le? résultat?de? la? formation?d'un? complexe? stable?
entre?un?fluorophore?et?un?ligand?(atténuation?statique)?et?peut?gêner?l'observation?de?la?formation?
du?complexe.?L'atténuation?collisionnelle?résulte?d'une? interaction? transitoire?entre?un? fluorophore?
excité?et?un? atome?ou?une?molécule? facilitant? les? transitions?non?radiatives?du? fluorophore?excité?
vers? son? état? stable.? Dans? le? cadre? de? la? fluorescence? des? tryptophanes,? l'oxygène,? l'iodide? ou?
l'acrylamide?constituent?des?agents?atténuateurs?dynamiques?connus?des?tryptophanes.?L'utilisation?
d'un? contrôle? adapté? comme? le?NATA,? est?nécessaire?pour? exclure? la?possibilité?d'un?phénomène?
d'atténuation?dynamique?du?fluorophore?par?le?ligand.??
?
? Si?on?considère? le?cas? le?plus?simple?avec? la?formation?d'un?complexe?1:1?(ou?une?classe?de?
sites? équivalents)? entre? une? protéine? P? et? un? ligand? L? induisant? une? atténuation? statique? de? la?
fluorescence? émise?par?P? et?en? absence?de?phénomène?de? coopérativité?de? liaison,? l’intensité?de?




par? le? NATA,? Kd? la? constante? de? dissociation? du? complexe? (M),? Fprotéine? et? FNATA? les? intensités? de?




















de? dissociation)? de? l'interaction? (Van? de? Weert? &? Stella? 2011)? et? n'est? valable? que? lorsque? la?
concentration?en?ligand?ajoutée?est?bien?supérieure?à?la?concentration?en?protéine?(au?moins?dix?fois?





? Protocole? :? La? spectroscopie? de? fluorescence? est? utilisée? pour? contrôler? le? changement?
d'environnement?des?tryptophanes?des?protéines?par? l'ajout?d'un? ligand?et?en?déduire? la?constante?
de? dissociation? du? complexe.? Pour? cela,? des? plaques? de? 96? puits? adaptées? aux? mesures? de?
fluorescence?sont?utilisées?(Microplate,?96?Well,?PS,?F?bottom,?Black,?Non?binding,?Greiner?Bio?One).?
Les?mesures? sont? réalisées?à?30? °C?avec?200?μl?d'échantillon?protéique?par?puits?dans?un?appareil?
Infinite?M1?000?(Tecan)?(réglage?gain?200,?fente?d'excitation?8?nm,?fente?d'émission?5?nm).?Un?blanc?
avec? le?tampon?seul?et?titré?également?avec? le? ligand?est?réalisé?afin?de?supprimer? le?pic?Raman?de?
l'eau.?Un?contrôle?avec?une?solution?de?NATA,?un?équivalent?du?L?tryptophane,?est?également?réalisé?
dans?le?même?tampon?que?la?protéine?et?titré?avec?le?ligand?afin?de?corriger?les?effets?de?dilution?par?
l’ajout? de? ligand,? l'effet? de? filtre?interne? et? vérifier? l'absence? d'atténuation? collisionnelle? de?
fluorescence.?La?longueur?d'onde?d'excitation?est?réglée?à?290?295?nm?permettant?l'excitation?quasi?
sélective? des? tryptophanes? et? le? spectre? d'émission? est? enregistré? de? 310? à? 370? nm.? Les? valeurs?










capacité? de? se? lier? aux? régions? hydrophobes? des? protéines? qui? sont? exposées? au? cours? de? la?
dénaturation.? Ces? molécules? fluorescentes? reportrices? ont? la? particularité? de? n'être? que? peu?
fluorescentes?dans?un?milieu?aqueux?et?d'acquérir?une?fluorescence?élevée?en?interagissant?avec?les?
régions?hydrophobes?exposées?sur?les?protéines?dénaturées.?Du?fait?que?la?plupart?des?protéines?sont?
déstabilisées? lors?d'une? augmentation?de? la? température,? la? liaison?des? sondes? fluorescentes? doit?
également?augmenter?en?fonction?de?la?température,?ce?qui?se?traduit?par?une?augmentation?de?leur?
fluorescence?(figure?26).?La?mesure?de?la?fluorescence?d'une?sonde?en?présence?de?la?protéine?et?en?
fonction? de? la? température? permettra? de? déterminer? les? paramètres? de? thermostabilité? de? la?
protéine?comme?la?température?de?demi?dénaturation?ou?Tm.?
?


















valeurs? d'interceptions? sur? l'axe? des? ordonnées? des? portions? linéaires? de? la? fluorescence?






































































? En? absence? de? ligand,? Tm=T0,? pu?C = 0T?C pu et? Tmu?H = 0Tu?H .? ? En? considérant? que? le?
ligand?n'interagit?qu'avec?la?forme?repliée?de?la?protéine?et?non?la?forme?dénaturée,?la?constante?de?
dissociation? du? complexe? à? la? température? Tm? (KL(Tm))? peut? être? calculée? pour? une? seule?
concentration?en?ligand?(considérée?comme?saturante?pour?la?protéine)?selon?l'équation?suivante?où?











































































HRM? (Qiagen)? utilisé? également? pour? les? expériences? de? PCR? quantitatives.?Des? tubes? adaptés? à?
l'appareil? et?d'une? contenance?maximale?de?100?μl? sont?utilisés? (Qiagen).? L'appareil? comporte?un?
système? permettant? un? contrôle? précis? de? la? température? associé? à? une? centrifugation? des?
échantillons? au? cours? de? l'expérimentation? permettant? d'éviter? leur? évaporation.? Un? détecteur?





d'optimiser? le? signal? de? fluorescence,? détecté? au? cours? de? la? dénaturation? de? la? protéine.? Les?













structurale? à? basse? résolution.? Elle? permet? d'obtenir? des? informations? sur? la? conformation? des?
macromolécules? en? solution,? ainsi? que? sur? la? formation? d'assemblages? supramoléculaires.? La?
diffusion?en?solution?ne?nécessite?pas?de?cristal?ou?de?préparation?particulière?des?échantillons,?mais?
nécessite?des?solutions?monodisperses?de?macromolécules.?Des?méthodes?de?modélisation?ont?été?
développées,? qui? permettent? de? calculer? une? enveloppe? SAXS,? équivalente? à? une? structure? basse?
résolution?de?la?macromolécule?étudiée.?Cette?technique?permet?également?de?positionner?dans?les?
enveloppes? SAXS,? des? structures? atomiques? de? domaines? de? protéines? ou? de? complexes?
macromoléculaires?obtenus?par?cristallographie?aux?rayons?X?ou?RMN.?La?diffusion?en?solution?n'est?
donc? pas? soumise? aux? principales? limitations? de? la? cristallographie? (cristallogenèse)? et? de? la?RMN?
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? L'intersection? de? la? droite? ln? I(S)? =? f(S²)? sur? l'axe? des? ordonnées? nous? permet? de?
déterminer? la?valeur?de? I(0)?par?extrapolation?et? la?pente?de?cette?droite?nous?permet?d'obtenir? la?
valeur?du?rayon?de?giration?de?la?particule?en?solution.?Ainsi,?la?valeur?de?la?masse?moléculaire?de?la?
particule?peut?être?déterminée?grâce?à?la?valeur?de?l'intensité?à?l'origine?I(0)?avec?l'équation?suivante?


















Le? calcul? de? la? fonction? de? distribution? des? distances,? correspondant? à? la? transformée? de?
Fourier?inverse?des?intensités?diffusées?(réalisable?avec?le?logiciel?GNOM?(Svergun?1992)),?permet?de?
déterminer?la?valeur?de?la?distance?interatomique?maximale?(Dmax)?de?la?particule?ainsi?que?son?rayon?






Moléculaire? et? Cellulaire? (IBBMC,? Université? de? Paris?Sud? 11,? Orsay)? en? collaboration? avec? le? Dr?
Patrice? Vachette.? L'instrument? utilisé? pour? le? SAXS? comprend? une? anode? tournante? Microstar?
(Brucker?AXS)?et?un?monochromateur?pour?générer?des?rayons?X?à?une? longueur?d'onde?de?1,54?Å?





de? l'échantillon.?Les? images?obtenues?sont? intégrées?pour?calculer?une?représentation?de? l'intensité?
de?diffusion? I?des? rayons? X? en? fonction?du? vecteur?de?diffusion? S.? Le? spectre?de?diffusion?obtenu?















appelée?«?nucléation?»?et? la?croissance?cristalline.?Pour? les?protéines,? la?difficulté?consiste?à?trouver?
un? compromis? entre? les? différents? facteurs? cinétiques? et? thermodynamiques? qui? contrôlent? sa?
solubilité,?qui?est? tributaire?des? interactions?entre? les?acides?aminés?de? surface?et? le? solvant.?Pour?
induire? la?nucléation,? il?faut?amener? la?protéine?dans?un?état?soluble? instable?de?sursaturation?(état?
de? nucléation)? en? diminuant? lentement? sa? solubilité? (figure? 27).? Ceci? revient? à? déstabiliser? les?
interactions?protéines?solvant?au?profit?d’interactions?protéines?protéines.?Des?interactions?peuvent?
conduire? à? la? précipitation? (phase? solide? amorphe)? ou? au? contraire? à? des? interactions? spécifiques?






















aux? concentrations? en? agents? précipitants? de? deux? solutions,? enfermées? dans? un? milieu?
hermétiquement?clos,?de?tendre?vers?un?équilibre?par?diffusion?de?vapeur?de?solvant?(figure?28).?On?




agent? précipitant)? et? ce? jusqu'à? l'obtention? d'un? état? d'équilibre.? Ceci? a? pour? conséquence? une?







selon? le?principe?de? la?goutte?assise?en?boîte?96?puits? (Greiner?Bio?One).?Le?robot?de?nanopipetage?
Mosquito? (plateforme? cristallogenèse? IBCP,?TTP? Labtech)?parvient?à?prélever?des?volumes? compris?
entre?150?nl?et?1,2?μl.?Il?permet?donc?de?faire?de?substantielles?économies?de?matériel?biologique?et?









Principe? :?Dans? le?but?d’obtenir?des? cristaux?de?protéine?en? complexe?avec?des? substrats,?
analogues? de? substrat,? des? ligands,? des? ions? ou? des?métaux? lourds,? deux?méthodes? peuvent? être?
mises?en?œuvre?:?le?trempage?et?la?co?cristallisation.?Le?trempage?consiste?à?introduire?ces?composés?
dans?le?cristal?de?protéine?déjà?formé.?Ainsi,?le?ou?les?produits?diffusent?dans?le?cristal?par?le?biais?des?























Ces? dégradations? causées? par? le? rayonnement? X? sont? importantes? si? l'on? utilise? des? sources? de?
rayonnement?synchrotron.?La?conduite?des?expériences?à?100?K?est?une?solution?très?efficace?pour?
résoudre?ce?problème? :? le?cristal?est? instantanément?gelé?dans?de? l'azote? liquide?ou?gazeux?afin?de?
prévenir?la?formation?de?glace?dans?le?milieu?aqueux.?Celui?ci?est?alors?maintenu?à?une?température?
de? 100? K? par? un? flux? d'azote? gazeux? durant? toute? la? phase? d'enregistrement? des? données.? Ces?







Principe? :? Un? synchrotron? est? une? source? de? rayons? X? bien? plus? performante? qu’un?
générateur? à? anode? tournante.? Il? peut? être? divisé? en? quatre? parties.? Le? premier? élément? est? un?
accélérateur? linéaire? (Linac)? dans? lequel? un? paquet? d’électrons? est? accéléré? jusqu’à? une? vitesse?
proche?de?celle?de? la? lumière.?Puis? le? faisceau?d’électrons?passe?dans?un?accélérateur?circulaire,? le?
booster,? dans? lequel? ils? sont? accélérés? jusqu’à? atteindre? une? énergie? de? 6?GeV? à? l’installation?
européenne?de?rayonnement?synchrotron?(ESRF)?de?Grenoble.?Une?fois?que?les?électrons?ont?atteint?
l’énergie?voulue,? ils?sont? injectés?dans?un?anneau?beaucoup?plus?grand?que? le?booster,? l’anneau?de?
stockage,?où? ils?vont?faire?des?centaines?de?milliers?de?tours?par?seconde.?L’anneau?de?stockage?est?
composé? de? sections? courbes? constituées? par? des? aimants? de? courbure? et? de? sections? droites?
correspondant?aux?portions?situées?entre?deux?aimants?de?courbure.?Lorsque? les?électrons?passent?
dans?ces?aimants?de?courbure?Bending?Magnet,?ils?sont?déviés?de?plusieurs?degrés?et?décrivent?ainsi?
une?trajectoire?courbe.?C’est?cette?déviation?qui?conduit? les?électrons?à?émettre?de? la? lumière?sous?
forme?de?photons?X.?Au?niveau?des?sections?droites?de?cet?anneau?de?stockage,? il?y?a?deux?autres?
types?d’aimants,? les?ondulateurs? Insertion?Device?qui? forcent? les?électrons?à? suivre?une? trajectoire?
ondulée?et?qui?sont?à?l’origine?de?la?haute?brillance?du?rayonnement?synchrotron,?et?les?aimants?de?
focalisation? qui? concentrent? le? faisceau? d’électrons? afin? de? le? rendre? le? plus? fin? possible,? ce? qui?
permet?de?produire?des?rayons?X?extrêmement?brillants.?Les?faisceaux?de?rayonnement?synchrotron?
émis? par? les? électrons? sont? dirigés? vers? les? lignes? de? lumière,? disposées? tout? autour? de? l’anneau.?
Chaque? ligne? de? lumière? comporte? les? instruments? d’optique? permettant? de? modifier? les?
caractéristiques? de? la? lumière? ainsi? que? le? dispositif? nécessaire? à? l’analyse? de? l’échantillon? et? à?
l’enregistrement?des?informations?générées?au?moment?de?l’interaction?de?la?lumière?avec?le?cristal.?

















































1z)y,?(x, ????? ? ?????où?V?est?le?volume?de?la?maille?du?cristal.?
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Principe? :? Les?données?de?diffraction? correspondent?à? l’ensemble?des? images?enregistrées?
pour?un?cristal.?Chaque?image?comporte?des?tâches?de?diffraction?correspondant?à?l’imprégnation?de?
photons? sur? le? photodétecteur? et? dont? l’intensité? est? proportionnelle? à? la? quantité? de? photons?
détectée.?L’image?obtenue?à?partir?de? la? figure?de?diffraction?correspond?au? réseau? réciproque?du?
cristal.? Le? traitement? des? données? de? diffraction? s’effectue? en? trois? étapes.? La? première? est?
l’indexation? des? données? au? cours? de? laquelle? les? tâches? de? diffraction? sont? localisées,? puis? des?
coordonnées? leur?sont?attribuées?sous? forme?de? triplet? (h,k,l),?où?h,?k,? l?sont? les? indices?du? réseau?
réciproque?du?cristal,?caractérisant?ainsi?une?réflexion.?Tout?ceci?se?fait?de?façon? informatisée?et? le?
logiciel?d’indexation?détermine? les?paramètres?de?maille?du?cristal?et?propose?ensuite?des?groupes?




ces? mesures? sont? ramenées? à? une? même? échelle.? Puis? les? intensités? de? toutes? les? réflexions?
équivalentes,?par?rapport?à? la?symétrie?du?cristal,?sont?moyennées?de?façon?à?obtenir?un?ensemble?
de? réflexions?uniques.?L’ensemble?de?ces?étapes?a?été? réalisé?avec? les?programmes?XDS?et?XSCALE?
(Kabsch? 2010).? La?qualité? du? jeu? de?données? peut? être? estimée?par? le? facteur?d’accord?Rsym? qui?

















nombre? théorique?de? ces? réflexions?pour? la? résolution?des?données.? Elle?doit? être? la?plus?
grande?possible?et?supérieure?à?90?%?
- la?redondance? :?qui?correspond?au?nombre?de?fois?où? l'intensité?d'une?réflexion?unique?est?
mesurée.?Ce?qui?est?équivalent?au?nombre?moyen?de?réflexions?symétriques?mesurées.?Plus?











Principe? :? La? méthode? du? remplacement? isomorphe? multiple? utilise? le? fort? pouvoir? de?
diffraction?d'atomes? liés?à? la?protéine?et?possédant?un?nombre?élevé?d'électrons.?Ces?atomes?sont?
appelés? «?atomes? lourds?».? Ils? peuvent? être? introduits? dans? la? protéine? par? diffusion? à? travers? le?
cristal? (trempage? dans? des? sels? de? mercure,? de? platine,? …)? ou? par? co?cristallisation.? Des?







d’atome?en? fonction?de? la? longueur?d’onde?des? rayons?X.?En?effet,? lorsque? la? longueur?d’onde?des?




Si? la? protéine? contient? un? diffuseur? anomal,? la? différence? d’intensité? entre? les? paires? de?
Bijvoet?|Fh(+)|2?et?|Fh(?)|2?peut?être?utilisée?pour?résoudre? le?problème?des?phases.?En?pratique,?on?
utilise? la? diffusion? anomale? d’un? atome? de? la? protéine? (par? exemple? le? sélénium? dans? le? cas? de?
protéines? séléno?méthionylées)? ou? d’un? atome? introduit? dans? la? protéine? par? trempage? ou? co?
cristallisation? (métal? lourd,? par? exemple)? pour? obtenir? l’information? de? phases? par? la?mesure? des?





Principe? :? Le? remplacement? moléculaire? nécessite? l’enregistrement? des? données? de?
diffraction?d’un?cristal?de?la?protéine?et?l’existence?d’une?structure?tridimensionnelle?d’une?protéine?
suffisamment?homologue.?Ainsi,?cette?structure?homologue?(appelée?modèle?guide)?est?placée?dans?
la?maille?de? la? structure?à?déterminer?et? les?phases?de? la?macromolécule?étudiée? sont?estimées?à?
partir?des?facteurs?de?structure?calculés?à?partir?du?modèle?guide.?Une?recherche?sur?six?dimensions?




Pour? le? choix? du? modèle? final,? seuls? les? opérateurs? qui,? appliqués? au? modèle?guide,?













avec? F? =? Fcalc? où? Fobs,? t? représente? les? valeurs? interatomiques? et? h? un? vecteur? dans? l’espace?
réciproque.? Les? vecteurs? interatomiques? peuvent? être? intramoléculaires? ou? intermoléculaires.? Un?
rayon?d’intégration? (généralement? le? rayon?du?modèle?guide)? sera? choisi?de?manière? à? inclure?un?











asymétrique,? les?positions? correspondant? aux?meilleures? corrélations? entre? les? Fobs? et? les? Fcalc.? Les?
déplacements?sont?basés?sur?l’utilisation?d’une?grille?adaptée?à?la?résolution?maximale?(généralement?




























Principe? :?Le?modèle?de? la?protéine?étudiée? (Fcalc)?doit?expliquer?au?maximum? les?données?
expérimentales?(Fobs).?Pour?obtenir?le?meilleur?accord?entre?les?données?expérimentales?et?calculées,?
il?est?nécessaire,?pour?chaque?atome,?de?modifier?sa?position?spatiale?(x,y,z),?son?facteur?d’agitation?
thermique? B? et? éventuellement? son? facteur? d’occupation.? Pour? affiner? tous? ces? paramètres,? le?
nombre?d’observations?doit?normalement?être? supérieur?au?nombre?de?paramètres?à?affiner?d’au?
moins?un? facteur? trois?à?quatre,?du? fait?des?erreurs?sur? les?mesures.?Ce?nombre?d’observations?est?











Waals? Evdw).? Pour? les? atomes? reliés? par? symétrie? cristalline,? ces? interactions? non? covalentes? sont?
























Pour? réaliser? les? cycles? d’affinement,? nous? avons? utilisé? le? logiciel? REFMAC? (Collaborative?
Computational? Project? 1994)? ou? PHENIX? (Adams? et? al.? 2010).? Ces? programmes? permettent?
d’appliquer? des? contraintes? stéréochimiques? au?modèle,? de?manière? à?maintenir? la? longueur? des?
liaisons,?les?angles?de?valence,?etc.?proches?des?valeurs?canoniques.?Aux?résolutions?usuelles?pour?les?
structures? de? protéines? (3,0? à? 1,5?Å),? le? nombre? d’observations? est? insuffisant? pour? effectuer? un?
????
?
affinement? sans? contrainte.? Tout? au? long? de? l’affinement,? la? qualité? du?modèle? est? contrôlée? par?




































Principe? :? La? seule? application? des? méthodes? d’affinement? ne? suffit? pas? à? obtenir? une?
structure? affinée?et? un? certain? nombre? de? corrections? doivent? être? faites? manuellement? sur? le?
modèle.?De?plus,? ce?dernier?est? souvent?partiel?en?début?d’affinement?et?doit?être? complété.? Les?
modifications?et?les?ajouts?sont?effectués?à?partir?de?l’interprétation?de?différents?types?de?cartes?de?
densité?électronique,?notamment?des?cartes?dites?de?«?Fourier?difference?».?Celles?ci?sont?calculées?












? Les?cartes?calculées?avec? le?couple?(3,?2)?et?(2,?1)?sont?en?général?utilisées?pour?visualiser? la?




la? structure.? Les? pics? positifs? de? cette? carte? indiquent? la? position? d’atomes? manquants? dans? le?
modèle.?A? l’inverse,? les?pics?négatifs? indiquent? les?positions?d’atomes?excédentaires.?Une?paire?de?














? Les? premières? études? réalisées? au? sein? des? équipes? de?BioCristallographie? de? l’IBCP? et? de?
Rétrovirologie?de?l’INRA?sur?le?site?de?Lyon?Gerland,?ont?mis?en?évidence?que?le?domaine?catalytique?
sauvage?de?l’intégrase?du?RAV?1?(IN?CCD?WT)?était?monomérique?en?solution?même?en?présence?de?
MES,? et? que? l’ajout? de? zinc? aboutissait? à? la? précipitation? de? la? protéine? (manuscrit? de? thèse? d’A.?
Ballandras,? 2010).? Une? stratégie? a? donc? été? mise? en? place? afin? de? démontrer? l’existence? de? la?




que? ce? dimère? était? stabilisé? par? les? histidines? H103A? et? H103B? de? chaque? monomère,? qui?
coordonnent?un? ion?zinc?au?niveau?de? l’interface?(figure?29,?gauche).?Nous?avons?donc?eu? l’idée?de?
muter? ces? deux? histidines? en? cystéines? et? une?modélisation?moléculaire? a? permis? de?mettre? en?
évidence? que? les? deux? cystéines? de? chaque?monomère? seraient? assez? proches? pour? permettre? la?
formation?d’un?pont?disulfure?inter?moléculaire?sur?le?«?nouvel?»?assemblage?(figure?29,?droite).??
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transformées? par? le? plasmide? pETG?10a? contenant? le? gène? codant? IN?CCD?H103C? (obtenu? par?
mutagenèse?dirigée?par?PCR?à?partir?du?gène?codant? IN?CCD?WT).?Nous?avons?décidé?d’utiliser?ces?




Le? protocole? de? surproduction? et? de? solubilisation? avait? déjà? été?mis? au? point? au? sein? du?
laboratoire?pour? IN?CCD?WT?dans? les? cellules?BL21?DE3?pLysS?;? ce?même?protocole?a?été?employé?
pour? IN?CCD?H103C.?Un?milieu?de? culture? LB? a?été?utilisé?et? l’induction?de? la? surproduction? a?été?
déclenchée?par?l’ajout?de?1?mM?d’IPTG?lorsque?les?bactéries?se?trouvaient?en?phase?exponentielle?de?
croissance? (densité?optique?à?600?nm?comprise?entre?0,4?et?0,6).?La?culture?a?ensuite?été? incubée?
pendant?une?nuit?à?25? °C?avant?de? récupérer? les?bactéries.? La? lyse?des? cellules?a?été? réalisée?par?
sonication?dans?une?solution?tampon?T1?(20?mM?Tris?HCl?pH?8,0,?500?mM?NaCl,?20?mM?imidazole).?La?
protéine? surproduite,? qui? possède? une? étiquette? de? six? histidines,? a? ensuite? été? purifiée? par?
chromatographie? d’affinité? pour? le? nickel? à? l’aide? d’une? colonne? possédant? une? phase? solide? en?
résine?avec?un?bras?espaceur?IDA?et?chélatée?avec?du?nickel?(colonne?Ni?IDA).?L’absorbance?à?280?nm?




donc? été? suivi? en? portant? une? attention? particulière? à? omettre? tout? agent? réducteur? dans? les?
solutions?tampons,?ceci?afin?d’éviter?la?rupture?des?éventuels?ponts?disulfures?formés.?Après?injection?
de? la?solution?de?surnageant?sur? la?colonne?et?passage?de? la?totalité?de? la?fraction?non?retenue,?un?
premier? lavage?dans? le?tampon?T1,?suivi?d’un? lavage?dans?un?tampon?T2?de?plus?forte?force? ionique?
(identique? au? tampon? T1? mais? contenant? 1? M? de? NaCl),? a? permis? de? décrocher? de? nombreux?
contaminants? fixés?de? façon?aspécifique?sur? la?colonne? (protéines?et?acides?nucléiques)? (figure?30,?
gauche,? fractions? A? et? B).? L’élution? de? la? protéine? a? ensuite? été? réalisée? grâce? à? un? gradient?
d’imidazole?par?mélange?du?tampon?T1?avec?un?tampon?T3?(20?mM?Tris?HCl?pH?8,0,?500?mM?NaCl,?et?
1?M? imidazole).?Notre?protéine?semble?se?décrocher?pour?un?gradient?d’environ?90?%?V/V? tampon?


















2010).? Du? fait? de? la? faible? quantité? de? protéine? récupérée,? nous? avons? continué? les? études?

















Ballandras? au? cours? de? sa? thèse,? avaient?montré? qu’IN?CCD?WT? était?majoritairement? sous? forme?
monomérique? en? solution.? Nous? avons? donc? voulu? vérifier? si? IN?CCD?H103C? était? également?
monomérique? ou? si? la? forme? dimérique? avait? pu? se? former? grâce? à? un? pont? disulfure? inter?




faible? intensité? (figure? 31,? gauche,? pics? A? et? B).? La? protéine? semble? donc? présente? dans? ces?
conditions?expérimentales?sous?deux?états?oligomériques?avec?un?état?oligomérique?majoritaire.?La?
nature?de?ces?assemblages?a?été?estimée?à?partir?des?volumes?d’élution?correspondant?au?maximum?
du? pic? et? après? calibration? de? la? colonne? avec? des? protéines? globulaires? de?masses?moléculaires?
connues.? Il?apparaît?que? le?volume?d’élution?correspondant?au?maximum?du?pic?majoritaire?est?de?
près?de?11?ml.?Ce?volume?d’élution?est?très?proche?de?celui?obtenu?pour?la?chymotrypsine?(11,52?ml)?
dont? la?masse?moléculaire?est?de?25? kDa.? La?droite?étalon? représentant? le? logarithme?des?masses?
????
?




masse?moléculaire? proche? de? 13? kDa.? Ces? valeurs? de?masses?moléculaires? obtenues? pour? le? pic?
majoritaire?et? le?pic?minoritaire?sont?respectivement?proches?de? la?masse?moléculaire?d’un?dimère?






normallement?contenu?dans? le?tampon?Laemmli),?si? le?dimère?était? le?résultat?de? la?formation?d’un?
pont?disulfure?inter?moléculaire?(figure?31,?droite).?Les?fractions?correspondant?au?pic?majoritaire?et?




dénaturantes?et?non?réductrices? indique? la?formation?d’un?dimère?covalent? impliquant? la?formation?
d’un?pont?disulfure.?Ce?résultat?est?confirmé?par?l’apparition?d’une?forme?monomérique?en?présence?
d’agent? réducteur? (figure? 30,? droite).? De? façon? intéressante,? la? fraction? correspondant? au? pic?
minoritaire? indique?également? la?présence?d’une? forme?dimérique? (figure?31,?droite,?pistes?4?à?5).?
Une? explication? envisageable? serait? que? la? totalité? de? la? protéine? monomérique? se? soit?
progressivement? dimérisée? entre? la? fin? de? la? chromatographie? d’exclusion? et? la? réalisation? de?
l’analyse?SDS?PAGE?sous?l’effet?d’une?oxydation?par?l’oxygène?de?l’air.?Il?apparaît?donc,?à?la?vue?de?ces?
résultats,?qu’IN?CCD?H103C?surproduit?dans?la?souche?bactérienne?Rosetta?gami?2?DE3?pLysS?est?déjà?









Ces? premiers? résultats? ont? donc?mis? en? évidence? que? la? nouvelle? interface? pouvait? bien? se?
former? en? solution,? indépendamment? de? la? présence? de?MES? ou? de? zinc,? et? que? cette? dernière?
pouvait?être? stabilisée?par? la? création?d’un?pont?disulfure.?Toutefois,? le? rendement?de?purification?
d’?IN?CCD?H103C? s’est? avéré? être? très? faible? ne? permettant? pas? de? poursuivre? les? études?

















Après?avoir? transformé? les?cellules?BL21?DE3?pLysS?par?notre?plasmide?d’intérêt?codant? IN?
CCD?H103C,?une?surproduction?suivie?d’une?purification?ont?été?réalisées?suivant?le?même?protocole?
que? précédemment? (figure? 32,? gauche).? Il? est? apparu? qu’IN?CCD?H103C? était? présent? dans? les?
fractions?d’élution?avec?de?nombreux?contaminants?(données?non?montrées).?Les?fractions?d’élution?
contenant?la?protéine?ont?été?rassemblées?puis?dialysées?afin?d’enlever?l’imidazole,?avant?de?réaliser?
un? clivage? de? l’étiquette? de? purification? par? la? thrombine? (1? unité? de? thrombine? pour? 5?mg? de?
protéine,?sur?la?nuit?et?à?4?°C).?Une?nouvelle?chromatographie?d’affinité?pour? le?nickel?a?ensuite?été?
réalisée?et?a?permis?d’éliminer?les?contaminants?qui?sont?restés?accrochés?à?la?colonne?ainsi?que?les?
étiquettes?de?purifications? clivées,?permettant? l’obtention?d’une?protéine? avec?un?haut?niveau?de?
pureté.??
?
Malgré? une? quantité? toujours? importante? de? protéine? dans? la? fraction? insoluble? suite? à?
l’étape?de? lyse,?IN?CCD?H103C?semble?être?obtenu?en?plus?grande?quantité?par? l’utilisation?de?cette?






présent?en? sortie?de?purification?par? l’utilisation?de? la? souche?BL21?DE3?pLysS? (figure? 32,? droite).?
L’apparition?d’une?bande?majoritaire?en?présence?et?en?absence?d’agent?réducteur?et?migrant?entre?
les? standards? de?masses?moléculaires? de? 10? et? 17? kDa? est? cohérente? avec? la?masse?moléculaire?





en? très? faible?proportion? (figure?32,?droite,?piste?1).?Ce? résultat?est?confirmé?par? la?disparition?de?
cette?bande?en?présence?d’agent?réducteur?(figure?32,?droite,?piste?2).?
?
Il? apparaît? donc? à? la? vue? de? ces? résultats? qu’IN?CCD?H103C? surproduit? dans? la? souche?
bactérienne?BL21?DE3?pLysS?est?majoritairement?sous?forme?monomérique?en?sortie?de?purification.?
Le?milieu?réducteur?des?bactéries?BL21?DE3?pLysS?n’est?pas?adapté?à?la?formation?de?ponts?disulfures?
dans? le? cytoplasme? et? ceci? pourrait? expliquer? le? résultat? obtenu.? La? protéine? a? cependant? été?
surproduite?en?plus?grande?quantité?et?ne?se?dégrade?pas?rapidement?pendant?son?stockage?à?4?°C.?
Nous? avons? donc? décidé? de? conserver? ce? protocole? et? nous? avons? alors? recherché? un?moyen? de?



















 Après? avoir?obtenu? IN?CCD?H103C? avec?un?bon? rendement?de?purification,?mais? sous?une?
forme?majoritairement?monomérique?en? solution,?nous?avons? recherché?un?moyen?pour? favoriser?
l’apparition?de? l’espèce?dimérique?après? les?étapes?de?purification.?Une?analyse?de? la? littérature?a?
permis?de?mettre?en?évidence?l’utilisation?du?peroxyde?d’hydrogène?(H2O2)?en?tant?qu’oxydant?pour?
catalyser? la? formation? de? ponts? disulfures? entre? deux? cystéines? vicinales? par? la? formation?
d’intermédiaires?d’acides?sulféniques?très?réactifs?(Paoli?et?al.?2001).?Par?ailleurs,?le?pH?de?la?solution?






? Des? premiers? essais? ont? donc? été? réalisés? avec? IN?CCD?H103C? purifié? (environ? 0,2?mg/ml)?
incubé?en?présence?de?peroxyde?d’hydrogène?(à?température?ambiante)?à?différentes?concentrations?
(peroxyde?d’hydrogène?préparé?à?10?mM?initial?à?partir?d’un?stock?à?10?M?et?utilisé?à?0,2?2?mM?final)?
et?pendant?différents? temps? (cinq?minutes?à?une?heure).?Nous?avons?ensuite? contrôlé? l’apparition?






et? 17? kDa? (figure? 33,? piste? 1).?Ce? résultat? est? cohérent? avec? la?masse?moléculaire? attendue? d’un?
monomère?du?domaine?catalytique?de?l’intégrase?sans?étiquette?de?purification,?témoignant?que?IN?
CCD?H103C? est? bien?majoritairement? sous? forme?monomérique? suite? à? la? purification.? Il? apparaît?
cependant? qu’en? présence? de? peroxyde? d’hydrogène? à? 0,2? mM,? une? bande? migrant? entre? les?
standards?de?masses?moléculaires?de?26?et?34?kDa?et?correspondant?à?la?forme?dimérique,?apparaît?
sur? le?gel?après?cinq?minutes?d’incubation?et?devient?majoritaire?devant? la?forme?monomérique?au?
bout?de? trente?minutes?ou?une? heure?d’incubation? (figure? 33,? pistes? 2? à? 4).?Afin?de? vérifier? si? la?
concentration?en?peroxyde?d’hydrogène?pouvait?être?limitante?pour?la?réaction?de?formation?du?pont?
disulfure,? la? protéine? a? également? été? incubée? avec? deux? concentrations? plus? fortes?de? peroxyde?





Dans? le?but?de? vérifier?que? l’apparition?de? la? forme?dimérique?n’était?pas? le? résultat?d’un?
artéfact? lié? à? l’oxydation?de? la?protéine? et? à? la? formation?de? laisons? covalentes? entre?des? résidus?
oxydés,? la? réversibilité? de? cet? assemblage? a? été? évaluée? par? une? analyse? SDS?PAGE? en? présence?




Il? apparaît? donc? bien? à? la? vue? de? ces? résultats? que? le? peroxyde? d’hydrogène? a? permis? de?
favoriser? l’apparition? du? dimère? stabilisé? par? un? pont? disulfure? réversible? par? l’ajout? d’un? agent?
réducteur.?La?confirmation?de? l’implication?des?cystéines?103?dans?ce?pont?disulfure?a?été?faite?par?



























Malheureusement,? ces? cristaux?n’ont?pu?être? testés? sur?un? rayonnement? synchrotron,? ces?
derniers? ayant? disparus? au? bout? de? plusieurs? jours.?De? nouveaux? essais? de? cristallisation? ont? été?
initiés?dans?ces?mêmes?conditions,?mais?aucun?nouveau?cristal?de?protéine?n’a?pu?être?observé?à?ce?
stade?de?l’étude.?Il?est?possible?que?la?stabilisation?préalable?de?la?forme?dimérique?et?la?mutation?de?
l’histidine? 103? en? cystéine? ait? affecté? les? conditions? de? cristallisation.? La? cristallisation? de?










Les?études?préliminaires?de? la?cavité?située?dans? la?nouvelle? interface?dimérique?d’IN?CCD?
WT?nous?ont?permis?de?déterminer?ses?différentes?propriétés?physico?chimiques?telles?que?sa?taille,?





il?apparaît?que? la?cavité?a?une?forme? légèrement?coudée?et?fait?environ?18?Å?de? long,? là?où? le?MES?
n’en?utilise?que?8.?
?? ?
?Dans? un? premier? temps,? nous? avons? orienté? notre? recherche? sur? une? première? série? de?
molécules?directement?dérivées?de? l’acide?2?(4?Morpholino)?Ethane?Sufonique?(MES),?puisque?cette?
molécule? était? observée? dans? la? crevasse? de? la? nouvelle? interface? dimérique.? Nos? collaborateurs?




















Au?cours?de? ces?essais,? il?nous?est?apparu?que? la?cavité? serait?capable?d’interagir?avec?des?
molécules?de?plus?grande? taille?que? le?MES? (deux?à? trois? fois? supérieure),?plutôt?polaires,?avec?de?
nombreux?hétéroatomes?pouvant?être?des?donneurs?ou?accepteurs?de?liaisons?hydrogènes.?Pendant?
l’année?2012,?un?étudiant?du?Master?de?Chimie?de? l’ENS?de? Lyon,?Nils?Aronssohn,? a?effectué? son?
stage?de? recherche? (encadré?par? le?Pr.?Patrice?Gouet? ? et? le?Dr? Philippe?Maurin?du? laboratoire?de?
Chimie?de?l’ENS)??sur?la?synthèse?d’inhibiteurs?allostériques?potentiels?ciblant?la?nouvelle?interface?du?




Kcal.mol?1? contre? ?4,7? Kcal.mol?1? pour? le?MES.? Nous? pourrions? ainsi? espérer? pouvoir? stabiliser? la?
nouvelle? forme?dimérique? sur? la?protéine? sauvage?avec?des?dérivés?du?Raltégravir?présentant?une?
très?forte?affinité?pour?l’interface?(énergie?libre?de?liaison?d’au?moins??10?Kcal.mol?1).?
?




de?deux? familles?d’inhibiteurs?potentiels? jusqu’à?obtenir?des?énergies? libres?de? liaison?prédites?de? ?
10,4?Kcal.mol?1? (correspondant?à?une?affinité?de? l’ordre?du?nM?à?une?température?de?25?°C)? (figure?
36,? haut,? droite).? Au? cours? de? son? stage,?N.? Aronssohn? a? synthétisé? et? isolé? plusieurs? composés?
appartenant?à?la?seconde?famille?et?nous?les?a?fournis?sous?une?forme?solide?(figure?36,?bas).??
?
Afin? de? déterminer? si? ces? composés? présentaient? une? affinité? pour? la? nouvelle? interface?
dimérique? d’IN?CCD? et? pour? potentiellement? obtenir? des? données? structurales? sur? le? «?nouvel?»?














premier? temps?évaluer? leurs? solubilités.?Par? la? simple?observation?des? structures?des?molécules,? il?
nous? ait? apparu? que? les? composés? 4a,? 4b? et? 4c? seraient? probablement? peu? solubles? du? fait? du?
manque?de?fonctions?ionisables,?ainsi?que?le?composé?11?mais?dans?une?moindre?mesure,?ce?dernier?
présentant? des? fonctions? hydroxyles? phénoliques? potentiellement? ionisables.? La? solubilité? de? ces?
composés?a? tout?d’abord?été?évaluée?dans? l’eau?par? l’appréciation?de? la? turbidité?du?milieu.?Sans?
surprise,? les? composés? se? sont? révélés? être? extrêmement? insolubles? dans? l’eau? même? à? faible?
concentration?(micromolaire).??
?





















Une? fois? la? forme?dimérique?d’IN?CCD?H103C? stabilisée?par? un?pont?disulfure,?nous? avons?
tenté? de?mettre? en? évidence? l’interaction? en? solution? du? composé?MES,? ainsi? que? des? composés?











dimérique?stabilisée? jusqu’à?une?concentration? testée?de?MES?de?300?μM.?Nous?avons?par? la?suite?
voulu?initier?de?nouvelles?expériences?d’ITC?pour?tester?des?concentrations?plus?élevées?de?composé.?
Cependant? les? besoins? en? quantité? de? protéines? se? sont? avérés? être? trop? importants,? ne? nous?
permettant?pas?de?réaliser?de?nouvelles?mesures.?Par?ailleurs,?la?technique?nous?est?apparue?comme?
étant? incompatible? avec? le? criblage?des?molécules?du? fait?des? concentrations? élevées?de?protéine?
nécessaires? pour? chaque? essai.? Pour? ces? raisons,? nous? avons? donc? recherché? des? techniques?










 L’observation? de? la? structure? cristalline? de? la? nouvelle? forme? dimérique? d’IN?CCD?WT,? a?
permis?de?mettre?en?évidence?que? la? liaison?du?MES?au?niveau?de? l’interface?se? faisait?à?proximité?
d’un?tryptophane?(W138)?(figure?37).?Nous?avons?donc?envisagé?une?expérience?de?spectroscopie?de?
fluorescence? afin? de? suivre? la? fluorescence? de? la? protéine? en? fonction? de? la? concentration? en?
composé? MES? ajouté.? La? proximité? du? MES? avec? le? résidu?W138? était? susceptible? de? modifier?






technique? s’est?donc?avérée?peu? coûteuse?en?matériel?biologique.? Le? tampon?utilisé? (Bis?Tris?HCl)?
était? concentré? (100?mM)? afin? d’éviter? les? fluctuations? de? pH? pouvant? se? produire? par? l’ajout? du?
composé?MES?(qui?est?également?un?tampon),?ces?fluctuations?pouvant?interférer?sur?la?fluorescence?
des?tryptophanes.?Le?pH?choisi?pour?les?expérimentations?a?été?fixé?à?6,0,?afin?de?se?placer?dans?une?









problèmes? se? sont?par? la? suite?posés?avec? les?nouvelles?molécules? synthétisées?qui?possèdent?des?













 Une? autre? technique,?basée? sur? l’augmentation?de? la? stabilité?d’une?protéine?en?présence?
d’un? ligand,? par? rapport? à? la? protéine? libre,? a? été? tentée.? Cette? technique? appelée? fluorimétrie?
différentielle?à?balayage?thermique?ou?DSF?(pour?Differential?Scanning?Fluorimetry),?utilise?une?sonde?
fluorescente? (sonde? reportrice)?dont? la? fluorescence?est?augmentée? (effet?hyperchrome)? lors?de? la?
dénaturation? thermique? d’une? protéine,? du? fait? de? son? interaction? avec? les? régions? hydrophobes?
exposées? de? la? protéine? dénaturée.? Le? suivi? de? la? fluorescence? de? la? sonde? en? fonction? de? la?





concentrations? de? protéine? et? de? sonde? pour? avoir? un? signal? de? fluorescence? interprétable.? Des?
premiers? essais? ont? donc? été? réalisés? avec? des? volumes? finaux? de? 20? μl? pour? différentes?
concentrations?de?protéine? (0,25,?0,1?et?0,05?mg/ml? final)?et?différentes? concentrations?de? sonde?
(Sypro?Orange,?45,?5?et?1?X?final,?5?%?V/V?DMSO?final)?dans?une?solution?fortement?tamponnée?(100?






Les? premiers? résultats? obtenus? indiquent? des? profils? de? dénaturation? différents? selon? les?
concentrations?de?protéine?et?de? sonde?utilisées? (figure?38).?En?effet,?on?peut?observer?pour?une?
concentration? finale? en? sonde? de? 1? X? que? les? courbes? de? dénaturation? ne? présentent? pas? de?
transitions?marquées?et?ce,?quelque?soit?la?concentration?protéique?testée?(figure?38,?haut,?gauche).?
De?la?même?façon,?l’augmentation?de?la?concentration?en?sonde?jusqu’à?5?X?final?permet?d’observer?
des? courbes? de? dénaturation? avec?des? transitions? plus?marquées,?mais? toujours? trop? faibles?pour?
permettre?des?mesures?précises,?en?particulier?de?la?température?de?demi?dénaturation?Tm.?De?plus,?
une? fluorescence? importante? est? déjà? observée? pour? une? concentration? protéique? de? 0,1?mg/ml?
avant?l’augmentation?de? la?température,?témoignant?d’un?problème?d’agrégation?avant?le?début?de?
la?mesure? (figure?38,?haut,?droite).?Ces? concentrations? (protéine?et? sonde)?ne? semblent?donc?pas?
adaptées?à?la?poursuite?des?études?par?l’utilisation?de?cette?méthode.??
?
Nous? avons? alors? essayé? d’augmenter? la? concentration? en? sonde? jusqu’à? 45? X? final? et? en?
faisant? toujours? varier? la? concentration? protéique? (figure? 38,? bas).? L’augmentation? de? la?
concentration? en? sonde? a? permis? d’améliorer? significativement? le? signal? de? fluorescence? avec?
l’apparition?de?courbes?de?dénaturation?présentant?une?transition?marquée,?en?particulier?pour? les?
concentrations?protéiques?de?0,25?et?0,1?mg/ml,?la?transition?obtenue?pour?la?concentration?de?0,05?
mg/ml? étant? encore? faible.? La? courbe? de? dénaturation? obtenue? est? caractéristique? d’une?
dénaturation? selon? deux? états? (replié? et? dénaturé)? et? suit? une? sigmoïde? de? Boltzmann? avec? une?
augmentation?progressive?de? la?fluorescence?au?cours?de? la?dénaturation?suivi?d’une?diminution?de?
cette?fluorescence?liée?à?déstabilisation?des?complexes?fluorophores/protéine?dénaturée?sous?l’effet?




Un?autre? intérêt?de?cette?méthode? réside?en? la?possibilité?de? réaliser? jusqu’à?100?mesures?
simultanément? et? les? longueurs? d’ondes? d’émission? et? d’excitation? du? fluorophore? choisi? pour?
????
?
l’expérience? (Sypro?Orange)? sont? éloignées? de? celles? des?molécules? étudiées.?De? plus,? les? études?






















supérieur? à? 0,5? °C,? ne? peut? être? considérée? comme? significative? ce? qui? semble? donc? indiquer?










La?molécule? de?MES? étant? notre? seul? contrôle? positif? pour? la? fixation? de? composés? à? la?
nouvelle?interface?de?dimérisation,?nous?avons?décidé?de?tester?l’efficacité?de?cette?expérimentation?










en?présence?de?LiCl.?Une?différence? importante?apparaît?pour? la?protéine? incubée?en?présence?de?
MnCl2? avec? une? augmentation? apparente? de? la? stabilité? de? la? protéine? (figure? 40,? gauche).? Pour?
obtenir?des?informations?plus?précises,?les?représentations?dérivées?premières?ont?été?réalisées?et?les?
valeurs? de? températures? de? demi?dénaturation? obtenues? sont? de? 60,3,? 60,2? et? 63,5? °C?
respectivement?pour?la?protéine?seule,?en?présence?de?LiCl?et?en?présence?de?MnCl2.??
?
L’expérimentation? semble?donc?bien? fonctionnelle?avec?une? stabilisation? significative?de? la?











De? nouvelles? expériences? ont? donc? été? réalisées? avec? le? Raltégravir? et? les? composés? des?
chimistes,?malgré?l’absence?de?stabilisation?de?la?protéine?pour?une?forte?concentration?de?MES.?Les?
profils? de? dénaturation? obtenus? n’ont? pas? permis? d’observer? d’augmentation? significative? de? la?




Ainsi,? aucune? interaction? entre? les? composés? et? la? forme? dimérique? stabilisée? d’IN?CCD?
H103C? n’a? pu? être? détectée.?Nous? avons?malgré? tout? tenté? de?mettre? en? évidence? un? effet? des?
composés? sur? l’état? d’oligomérisation? d’IN?CCD?WT,? qui? est? majoritairement? monomérique? en?
solution.?En?effet,?si?ces?composés?présentent?une?très?forte?affinité?pour?l’interface?de?dimérisation,?












l’effet?des?composés? sur? l’état?d’oligomérisation?d’IN?CCD?WT?par? la?mise?en?place?d’un?protocole?
d’électrophorèse? en? conditions? natives.? Un? premier? protocole? a? été? testé? avec? un? gel? de?
polyacrylamide?continu? réticulé?à?8?%?avec?un?pH?de?7,4?maintenu?au?cours?de? la?migration.?Nous?
avons?tout?d’abord?contrôlé?s’il?était?possible?d’observer?une?différence?de?migration?entre?IN?CCD?








%?en?conditions?natives? (figure?41).? Il?apparaît?sur? le?gel?que? les?deux?protéines?ont?correctement?
migré? dans? le? gel? suite? à? l’inversion? des? électrodes,? témoignant? qu’IN?CCD? est? bien? chargé?
positivement?à?un?pH?proche?de?la?neutralité.?Il?apparaît?également?que?le?profil?de?migration?obtenu?
pour? IN?CCD?WT? (figure? 41,? pistes? 1?et? 2)? est? différent? de? celui? obtenu? pour? IN?CCD?H103C? sous?
forme?dimérique?(figure?41,?pistes?3?et?4).?Ainsi,?la?bande?correspondant?à?IN?CCD?WT?migre?plus?loin?
que?IN?CCD?H103C.?Un?contrôle?a?également?été?réalisé?avec?la?forme?dimérique?d’IN?CCD?H103C?en?
présence? de? 10?mM? de?DTT? et? une? bande?migrant? au?même? niveau? que? pour? IN?CCD?WT? a? été?








de? polyacrylamide? 8? %? en? conditions? natives.? Cependant,? aucune? différence? de?migration? n’est?
apparue?en?présence?des?composés?(données?non?montrées).?Il?est?possible?que?les?composés?n’aient?
pas?permis?le?déplacement?de?l’équilibre?de?l’état?oligomérique?d’IN?CCD?WT?vers?la?nouvelle?forme?




suivie? d’une? analyse? par? électrophorèse? sur? gel? discontinu? de? polyacrylamide? en? conditions?
dénaturantes,? a? également? été? tentée? afin?d’évaluer? l’effet?des? composés? sur? l’état?oligomérique?
d’IN?CCD?WT.?Il?est?cependant?apparu?que?la?réaction?de?pontage?chimique?n’était?pas?optimale?sur?
la?forme?dimérique?d’IN?CCD?H103C?avec? l’apparition?d’agrégats?ne?pouvant?rentrer?dans? le?gel.?Du?














 Nous? avons? souhaité? réaliser? des? essais? de? trempages? ainsi? que? de? co?cristallisations? des?
















seulement? trois?minutes.?Ce?phénomène?a?également?été?observé?pour? les? trempages? réalisés?en?
absence?de?MES?avec?une?diminution?de? la?résolution?encore?plus?marquée?(composés?4b?et?4a?en?
absence? de? MES).? Ceci? pourrait? s’expliquer? par? la? présence? de? DMSO? qui? peut? induire? une?
dégradation?des?cristaux?pour?d’importants?temps?de?trempage?mais?également?pour?certains?essais?






n’ont? cependant? pas? révélé? de? fixation? de? ces? composés? avec? une? densité? électronique?































































AMP?CPP? et? AMP?PNP? que? ces? derniers? précipitaient? dans? la? solution? de? cristallisation.? Cette?
précipitation?pouvait?résulter?de?la?présence?de?zinc?dans?la?solution.?Les?essais?de?co?cristallisations?
ont?quand?même?été?réalisés?mais?les?trempages?ont?été?effectués?dans?une?solution?identique?à?la?
solution? de? cristallisation? mais? où? le? zinc? (10? mM)? était? remplacé? par? du? NaCl? (200? mM).? Les?





Les? jeux? de? données? enregistrés? ont? ainsi? été? traités? pour? remonter? à? l’information? de?
structure? et? aux? cartes? de? densité? électronique.? L’examen? des? structures? pour? l’ensemble? des?
trempages? réalisés? n’ont? cependant? pas? révélé? de? fixation? de? ces? composés? au? niveau? du? sillon?
basique.?Toutefois,?pour?l’ensemble?de?ces?trempages,?nous?avons?pu?observer?la?présence?de?deux?
phosphates?au?niveau?de? l’interface?et?plus?précisément?du? zinc? coordonné?par? les?histidines?103?





Composé?testé? Concentration? méthode? Résolution?du?jeu?de?données?
AMP?CPP? 20?mM co?cristallisation 2,8?Å?
AMP?CPP? 20?mM Trempage?2?min 3,05?Å?
AMP?PNP? 20?mM co?cristallisation 2,8?Å?
AMP?PNP? 20?mM Trempage?2?min 2,7?Å?















Un? des? premiers? objectifs? visé? lors? de?mon? arrivée? en? thèse? était? de? démontrer? que? la?
nouvelle?interface?de?dimérisation,?observée?pour?le?domaine?catalytique?isolé?de?l’intégrase?du?RAV?
1?ou? IN?CCD?WT,?n’était?pas? le? résultat?d’un?artéfact?de? cristallisation,?et?était?bien? capable?de? se?
former?en?solution.?Les?premières?expériences?réalisées?par?le?Dr?A.?Ballandras?n’avaient?pas?permis?
de?démontrer? la? formation?du?nouvel?assemblage?par? l’ajout?de?MES?et/ou?de? zinc.?Une? stratégie?










de?purification?s’est?avéré?être? très? faible? (moins?de?0,5?mg?d’IN?CCD?H103C?par? litre?de?culture?et?
avant?clivage?de?l’étiquette?de?purification).?
?




IN?CCD?H103C? et? basé? sur? l’utilisation? de? peroxyde? d’hydrogène,? a? alors? été?mis? en? place? pour?
promouvoir? la? formation?du?pont?disulfure? et? a?permis? l’obtention? rapide?d’une? forme?dimérique?
majoritaire.?
?
Un? second?objectif? consistait?à?mettre?en?place?des?méthodes?permettant?de?mesurer? les?
interactions?de?petites?molécules?développées?in?silico?et?pouvant?présenter?une?affinité?élevée?pour?
l’interface? de? dimérisation.?N.?Aronssohn? (ENS? Lyon)? qui? a? réalisé? des? expériences? de? docking? au?
cours?de?son?stage?de?Master?1,?a?aboutit?à?la?sélection?et?à?la?synthèse?de?plusieurs?candidats.?Nous?
sommes?parvenus?à?solubiliser?ces?composés?en?présence?de?DMSO.?L’affinité?de?ces?composés?pour?












Lyon? et? de? nouveaux? essais? de? trempages? avec? des? acides? nucléiques,? nous? avons? décidé? de?












Ces?tests?ont?été?réalisés?en?premier? lieu?sur? la?construction? INFLWT?pET?30a?(contenant? le?










de? la? protéine? ont? été? contrôlées.? Un? premier? essai? a? été? réalisé? impliquant? l’utilisation? pour? la?
surproduction?de?bactéries?d’expression?BL21?DE3?pLysS?transformées?par? le?plasmide?pET?30a,?qui?
contient?le?gène?codant?l’intégrase?entière?du?RAV?1.?Le?protocole?expérimental?comprend?un?milieu?
de? culture? LB? avec? une? induction? de? la? surproduction? en? phase? exponentielle? de? croissance? des?
bactéries?(densité?optique?à?600?nm?comprise?entre?0,4?et?0,6)?par?1?mM?d’IPTG?pendant?4?H?à?37?°C.?
Cette? induction? est? suivie? d’une? lyse? des? cellules? par? sonication? dans? une? solution? contenant? un?
tampon?Tris?HCl?et?du?sel?(20?mM?Tris?HCl?pH?8,0,?500?mM?NaCl?et?5?mM???mercaptoéthanol).?Nous?







l’ajout? de? l’inducteur? IPTG? dans? le? milieu? de? culture.? La? protéine? surproduite? se? retrouve?
majoritairement? dans? la? fraction? soluble? suite? à? la? lyse? des? bactéries? par? sonication? (figure? 43,?
gauche,?pistes?1?et?2).?On?observe?qu’il?n’y?a?que?très?peu?d’intégrase?surproduite?en?absence?d’IPTG,?
ce? qui? indique? l’absence? de? fuite? d’expression? significative? de? notre? gène? d’intérêt? en? absence?
d’inducteur?et?dans?nos? conditions?de? culture? (figure?43,?gauche,?pistes?3?et?4).? La? révélation?par?
immuno?empreinte?nous? confirme?qu’il? s’agit?bien?de? la?protéine?d’intérêt?avec? l’apparition?d’une?
bande?majoritaire?migrant?au?niveau?du?standard?de?masse?moléculaire?de?35?kDa.?Cette?valeur?est?
proche?de? la?masse?moléculaire?attendue?pour?un?monomère?et? calculée?à?partir?de? sa? séquence?
protéique? (36,7?kDa)? (figure?43,?droite,?pistes?1?et?2).?Une?deuxième?bande?minoritaire,?comprise?
entre?les?standards?de?masses?moléculaires?de?27?et?35?kDa?et?peu?visible?sur?le?gel?coloré?au?bleu?de?
coomassie,? a? été? révélée? par? l’anticorps? anti?étiquette? poly?histidines? (figure? 43,? droite,? piste? 2).?
Cette?bande?semble?correspondre?à?un?produit?de?dégradation?de? l’extrémité?carboxy?terminale?de?






de? culture,? de? température? d’induction? et? de? méthode? de? lyse? sans? apporter? de? variations?
significatives?des?niveaux?d’expression?et?de?solubilité?d’INFLWT?pET?30a?(données?non?montrées).?
?
Suite? à? ces? essais,? nous? avons? donc? sélectionné? les? conditions? de? surproduction? et? de?
solubilisation? suivantes?:? une? pré?culture? de? 25?ml? de?milieu? LB? supplémenté? en? kanamycine? (50?
μg/ml?final)?et?chloramphénicol?(50?μg/ml?final)?est?réalisée?à?partir?d’un?stock?glycérol?et?incubée?à?

















Une? étape? de? chromatographie? d’affinité? pour? le? nickel? a? ensuite? été? réalisée? suite? à? la?
solubilisation?d’INFLWT?pET?30a,?afin?d’obtenir?un?échantillon?protéique?pur?et?adapté?aux?études?
biochimiques?et?structurales.?Après?avoir?vérifié? la?présence?de?notre?protéine?dans? le?surnageant,?
l’intégrase? INFLWT?pET?30a? qui? possède? une? séquence? de? six? histidines? à? son? extrémité? amino?
terminale? a? été? purifiée? par? chromatographie? d’affinité? pour? le? nickel? à? l’aide? d’une? colonne?
possédant?une?phase?solide?en?résine?avec?un?bras?espaceur?IDA?chélatée?avec?du?nickel?(colonne?Ni?
IDA).? L’absorbance? à? 280? nm? a? été? suivie? tout? le? long? du? processus? de? purification? ainsi? que? la?
conductance?propre?à?chaque?tampon?(figure?44).??
?






contaminants? fixés?de? façon?aspécifique? sur? la? colonne? (protéines?et?acides?nucléiques)? (figure?44?
fractions?A?et?B).?L’élution?de? la?protéine?a?ensuite?été?réalisée?grâce?à?un?gradient?d’imidazole?par?
mélange? du? tampon? T1? avec? un? tampon? T3? (20?mM? Tris? HCl? pH? 8,0,? 500?mM? NaCl,? 5?mM? ??
mercaptoéthanol?et?1?M?imidazole).?La?protéine?se?décroche?pour?un?gradient?90?%?V/V?de?tampon?
T1/10?%?V/V?de?tampon?T3,?ce?qui?correspond?à?une?concentration?de?près?de?100?mM?d’imidazole?









Les? fractions? non? retenues,? de? lavage? et? d’élution? ont? ensuite? été? analysées? par?
électrophorèse?sur?gel?discontinu?de?polyacrylamide?12?%?en?conditions?dénaturantes?(figure?45).?La?
protéine? est? présente? dans? les? fractions? d’élution? et? est? estimée? pure? à? près? de? 95?%? pour? les?
dernières?fractions?récupérées?(figure?45,?gauche,?pistes?7?à?13?et?figure?46,?droite,?pistes?14?à?20).?
Les? fractions? les?plus?pures?ont? ensuite? été? rassemblées? puis?dialysées? contre? le? tampon? T1? sans?
imidazole?(figure?45,?pistes?11?à?20).?Au?final,?environ?15?mg?de?protéine?par?litre?de?culture?ont?ainsi?
été? produits,? purifiés? et? stockés? à? ?80? °C? dans? des? cryo?tubes? de? polypropylène.? L’intégrité? de? la?
protéine?en?fin?de?purification?a?été?évaluée?par?électrophorèse?sur?gel?discontinu?de?polyacrylamide?
12? %? en? conditions? dénaturantes? avec? coloration? au? bleu? de? coomassie? (figure? 46,? gauche)? ou?
révélation? au? nitrate? d’argent? (figure? 46,? droite).? Les? gels? nous?montrent? que? notre? échantillon?
présente?une?haute?pureté?avec?peu?de?produits?de?dégradation.?L’intégrase?purifiée?a?également?été?
testée?pour? les?activités?de? clivage?et?de? transfert?de?brins?par? le?Dr?Corinne?Ronfort,?et?est?bien?

























? Le? spectre?MALDI?TOF?obtenu? sur?notre?échantillon?met?en?évidence? la?présence?d’un? ion?
majoritaire?monochargé? pour? une?masse? de? 36830,5? daltons? (figure? 47).? Les? ions?monochargés?
constituent? les? ions? majoritaires? obtenus? suite? à? une? analyse? MALDI?TOF? et? la? masse? obtenue?
correspond?de? très?près?à?celle?attendue?pour?un?monomère?d’intégrase?et?calculée?à?partir?de?sa?
séquence?protéique?(36724,8?Da).?Une?analyse?plus?approfondie?de?la?masse?obtenue,?nous?permet?
de?penser?que? l’ion?monochargé?pourrait? correspondre? à?un? ion? [M+Na]+? et? semble? indiquer?une?
modification?d’un?thiol?libre?de?l’intégrase?par?une?molécule?de???mercaptoéthanol,?présente?dans?le?
tampon? de? stockage? de? la? protéine.? La? masse? moléculaire? calculée? correspondrait? alors? à?M? =?






Un? autre? ion? minoritaire,? pouvant? correspondre? à? un? cluster? (ion? monochargé? mais? de? masse?
doublée)?est?également?observé?dans?la?région?des?rapports?m/z?élevées?(73951,9).?Il?apparaît?donc?
sur?cette?analyse?que?l’intégrité?moléculaire?de?l’intégrase?est?bien?conservée?et?qu’une?fonction?thiol?









de?photons? (ou?diffusion?dynamique?de? la? lumière)?à?différentes? concentrations? (gamme?de?1?à?3?
mg/ml? et? au?delà? de? 3?mg/ml)? afin? de? vérifier? la?monodispersité? de? l’échantillon? et? obtenir? des?
informations?sur?l’état?d’oligomérisation?de?la?protéine?en?fonction?de?sa?concentration?(figure?48).?
?
Pour? toutes? les?concentrations? testées,?nous?pouvons?observer? la?présence?d’un?pic?sur? les?
profils? de? distribution? du? volume? caractérisé? par? un? indice? de? polydispersité? proche? de? 0,2.? Ce?
résultat? nous? indique? que? la? solution? d’INFLWT?pET?30a? semble? monodisperse.? On? observe?
également?pour?des?concentrations?protéiques?de?1?à?3?mg/ml?que? la?valeur?moyenne?du?diamètre?
hydrodynamique? obtenue? sur? les? profils? de? distribution? du? volume? et? à? partir? de? trois?mesures?
successives? est? d’environ? 8? nm? (figure? 48,? gauche).? Au? delà? de? 3?mg/ml,? la? valeur?moyenne? du?
diamètre? hydrodynamique,? obtenue? sur? les? profils? de? distribution? du? volume? et? à? partir? de? trois?
mesures? successives,? augmente? à? 11? nm? (figure? 48,? droite).? Des? valeurs? similaires? de? diamètre?
hydrodynamique?peuvent?être?observées?pour?des?protéines?globulaires?standards?avec?des?masses?
moléculaires? respectives? de? 75? kDa? et? 150? kDa.? Comme? le?monomère? d’INFLWT?pET?30a? ? a? une?
masse?moléculaire? proche? de? 37? kDa,? ces? résultats? suggèrent? que? la? protéine? pourrait? être? sous?
forme?dimérique? pour? la? gamme?de? concentration?de? 1? à? 3?mg/ml? et? tétramérique? au?delà?de? 3?
mg/ml.??
?
Ces? résultats? suggèrent? donc? un? effet? potentiel? de? la? concentration? protéique? sur? l’état?
d’oligomérisation?d’INFLWT?pET?30a.?L’augmentation?de?la?concentration?protéique?pourrait?en?effet?





Toutefois,? la? variation? du? diamètre? hydrodynamique? apparent? en? fonction? de? la?
concentration? protéique,? peut? également? être? liée? à? l’augmentation? des? forces? interparticulaires?
(attractives? ou? répulsives)? qui? ne? sont? plus? négligeables? à? partir? d’une? certaine? concentration?
protéique.? Une? augmentation? de? forces? interparticulaires? attractives? à? partir? de? la? concentration?
d’intégrase? de? 3? mg/ml,? pourrait? ainsi? être? responsable? de? l’augmentation? du? diamètre?
hydrodynamique?apparent?sans?pour?autant?refléter?un?changement?de?l’état?d’oligomérisation?de?la?















volume?d’élution?quelque? soit? la? concentration? de?protéine? injectée.? La? protéine? semble?donc? en?
solution?présente?sous?une? forme?oligomérique?majoritaire.?La?nature?de? l’état?oligomérique?de? la?
protéine?a?été?déterminée?à?partir?du?volume?d’élution? correspondant?au?pic?majoritaire?et?après?
calibration?de? la?colonne?avec?des?protéines?globulaires?de?masses?moléculaires?connues.?Quelque?
soit? la?concentration?en?protéine? injectée,? le?volume?d’élution?correspondant?au?pic?majoritaire?est?
voisin?de?15,6?ml.?Ce?volume?d’élution?est?très?proche?de?celui?obtenu?pour?la?conalbumine?(15,2?ml)?
dont? la?masse?moléculaire?est?de?75?kDa.?La?droite?étalon,? représentant? le? logarithme?des?masses?
moléculaires?des? standards?en? fonction?de? leurs?volumes?d’élution,?a?permis?d’estimer?une?masse?
moléculaire? proche? de? 65? kDa.? Ces? valeurs? de? masses? moléculaires? sont? proches? de? la? masse?
moléculaire?d’un?dimère?d’intégrase.??
?
Dans? ces? conditions? expérimentales,? l’intégrase? serait? donc? majoritairement? sous? forme?
dimérique,?quelque?soit?la?concentration?de?protéine?injectée.?Ces?résultats?confirment?ceux?obtenus?
en?DLS,?pour?lesquels?l’intégrase?serait?sous?forme?dimérique?pour?une?gamme?de?concentration?de?1?












Une? autre? technique? a? été? réalisée? afin? de? caractériser? les? états? d’oligomérisation? de?
l’intégrase?en? fonction?de? sa? concentration.?Une?analyse?par?électrophorèse? sur?gel?discontinu?de?







Après? révélation? au? nitrate? d’argent,? on? peut? observer? pour? les? deux? concentrations?
d’intégrase?deposées,?la?présence?d’une?bande?majoritaire?(masse?moléculaire?proche?de?70?kDa)?et?
d’une?bande?minoritaire?(masse?moléculaire?proche?de?35?kDa)?(figure?50,?pistes?1?et?2).?Ces?résultats?




confirme? pas? pleinement? les? expériences? précédentes.? En? effet,? des? formes?monomériques? sont?
observées,?et?pourraient?être?le?résultat?d’une?réaction?incomplète?du?BS3?du?fait?de?la?présence?de?
Tris?dans?la?solution?tampon?;?ces?molécules?de?Tris?peuvent?en?effet?rentrer?en?compétition?avec?les?











Les? résultats? obtenus? par? DLS? et? par? chromatographie? d’exclusion? montrent? que? notre?
solution?protéique?est?monodisperse,? ce?qui?est?un?préalable?nécessaire?pour?pouvoir,?d’une?part?








Près? de? 300? conditions? de? cristallisation? ont? été? testées? pour? INFLWT?pET?30a? par? la?
technique? de? diffusion? de? vapeur? en? goutte? assise.? Après? plusieurs? jours,? des? cristaux? de? tailles?
supérieures?à?200?μm?sont?apparus?dans?trois?conditions?de?cristallisation?différentes?(figure?51).?Le?
pouvoir?de?diffraction?de?ces?cristaux?a?été?testé,?en?utilisant?le?rayonnement?synchrotron?de?l’ESRF?à?
Grenoble.?Sur? les? trois?cristaux? testés,? il?n’y?a?eu?aucune?diffraction?des?rayons?X.?Ce?résultat?nous?



















Des? mesures? de? SAXS? ont? été? réalisées? pour? des? solutions? d’intégrase? à? différentes?
concentrations?(0,5,?1,?2?et?3?mg/ml)?et?pour? lesquelles? la?protéine?est?majoritairement?sous?forme?
dimérique.?Des? intégrations? circulaires? ont? été? réalisées? sur? les? clichés? de? diffusion? obtenus,? afin?
d’obtenir? une? représentation? du? logarithme? des? intensités?mesurées? en? fonction? du? vecteur? de?
diffusion?S.?
?
Les? courbes?de?diffusion?obtenues?pour? les?différentes? concentrations?d’intégrase?ont? été?
normalisées?après? soustraction?de? la? courbe?de?diffusion?obtenue?avec? le? tampon? seul? (figure?52,?
haut).? On? peut? observer? après? normalisation,? que? les? courbes? correspondant? aux? solutions?
concentrées?à?0,5?et?1?mg/ml?se?superposent?pour?les?petits?angles?de?diffusion?(S?<?0,040?Å?1).?Pour?
les?concentrations?supérieures?(2?et?3?mg/ml),?on?peut?observer?qu’il?n’y?a?plus?de?superposition?des?
courbes?de?diffusion?pour? les?petits? angles? (figure? 52,? bas,? gauche).?Cela?nous? indique?que?dès?2?
mg/ml,?des?forces?attractives?entre?les?particules?deviennent?non?négligeables?(décalage?des?courbes?
vers? le?haut)?;?pour? les?concentrations?de?0,5?et?1?mg/ml,? les? forces?attractives?entre? les?particules?
sont?encore?négligeables?du? fait?des?distances?qui? les?séparent.?Les? informations?aux?petits?angles,?
qui? nécessitent? que? les? forces? d’attraction? interparticulaires? soient? négligeables? pour? avoir? de?
meilleures?données?sur? les?particules? isolées,?ne?doivent?donc?pas?être?exploitées?pour? les?données?









de?Guinier? (S? <? 0,040?Å?1)? (figure? 52,? bas,? droite)? pour? les? solutions? à? différentes? concentrations?
(tableau? 5).? On? observe? que? la? masse? moléculaire? et? le? rayon? de? giration? calculés? tendent? à?
augmenter?avec? la?concentration?protéique,? ce?qui? témoigne?d’un?effet?d’attraction?des?particules?
dépendant? de? la? concentration? (tableau? 5).? La?masse?moléculaire? estimée? reste? cependant? très?
proche?de?celle?d’un?dimère?d’intégrase,?dont? la?masse? théorique?est?de?74?kDa.?Ceci?confirme? les?
résultats?précédents?obtenus?par?spectroscopie?à?corrélation?de?photons,?pour?lesquels?on?observait?










?? ??????????????????????????????????? ????????????????????????????????????? ???????Bas,?droite?????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????? ??????
Concentration de l’intégrase (mg/ml) 0,5 1 2 3 
Masse moléculaire calculée (kDa) 70,3 69 74 80,9 





Fourier? indirecte,?à?partir?de? la?soustraction?des?courbes?de?diffusion?de? la?protéine?et?du? tampon?
permet?également?de?calculer?le?rayon?de?giration?de?la?particule?étudiée?(Rg),?ainsi?que?la?distance?
inter?atomique?maximale? (Dmax).?La?valeur?de?Dmax?calculée?par?GNOM?est?de?110?Å?pour?notre?
intégrase,?et?est? fortement?supérieure?au?diamètre?de?giration?de?66?Å? (figure? ?53,?gauche).?Cette?
différence?suggère?une?forme?étendue?en?solution.?La?courbe?de?fonction?de?distribution?de?distance?
P(r)?montre?également?un?décalage?vers?les?petites?distances?interatomiques?de?son?point?maximum,?
qui?correspond?au?Rg,? tandis?que? la?représentation?de?Kratky? (I(S).S²?=? f(S))?permet?d’observer?une?
courbe?en?cloche?suivie?d’un?plateau,?qui?est?caractéristique?d’une?protéine?globulaire?correctement?
repliée?(figure?54).?Un?modèle?de?structure?tridimensionnelle?de?la?protéine?en?solution?a?ensuite?été?






superpose? correctement? au? profil? de? diffusion? expérimental.? Une? symétrie? d’ordre? 2? peut? être?














Un? des? objectifs? de? notre? étude? était? d’obtenir? des? données? structurales? sur? la? protéine?
intégrase? (IN)?entière?du?virus?associé?au?virus?du?sarcome?de?Rous? (RAV?1).?Pour?cela,?nous?avons?












protéine? en? solution? ont? été? réalisées? par? différentes? techniques? biophysiques? (DLS,? SAXS)? et?
biochimiques? (tamisage? moléculaire,? pontage? covalent? au? BS3),? afin? de? déterminer? son? état?
d’oligomérisation?en?fonction?de?sa?concentration.?Selon?la?littérature,?l’intégrase?peut?s’assembler?in?
vitro?pour?former?des?dimères,?des?tétramères?et?parfois?des?octamères.?Les?expériences?de?diffusion?
dynamique? de? la? lumière? nous? indiquent? que? l’intégrase? serait? majoritairement? sous? forme?






Des? essais? de? cristallisation? ont? été? initiés? et? des? premiers? cristaux? ont? été? obtenus.? Ces?







Les?attractions?entre?particules? sont?négligeables?pour? les? concentrations?en?dessous?de?1?mg/ml,?
mais?deviennent?importantes?au?delà?de?cette?concentration.?Des?données?de?diffusion?des?rayons?X?
aux?petits?angles?ont?donc?pu?être?obtenues?pour? la?protéine?à?1?mg/ml?et?aux?grands?angles?pour?





Nous?avons?donc?décidé?de? cliver? l’étiquette?de? la?protéine?avant?de? réaliser?de?nouvelles?











Suite? à? l’obtention? de? la? nouvelle? construction? plasmidique? contenant? le? gène? codant?
l’intégrase?du?RAV?1?dans?le?plasmide?pPROEX?HTa,?nous?avons?tout?d’abord?recherché?les?conditions?




bactéries? Rosetta? 2? DE3? pLysS? transformées? par? le? plasmide? pPROEX?HTa? contenant? le? gène? de?
????
?
l’intégrase?du?RAV?1,?de? trois?milieux? de? culture?bactériens? (milieu? LB,? Turbo? et?Hyper)? avec? une?
induction?de?la?surproduction?(lorsque?que?la?densité?optique?à?600?nm?est?proche?de?0,6)?avec?1?mM?
d’IPTG?ainsi?que?de?deux?températures?de?culture?pour?la?phase?d’induction?(25?°C?sur?la?nuit?ou?37?
°C? pendant? 4? H).? ?Nous? avons? ensuite? vérifié? la? surproduction? avec? et? sans? l’inducteur? IPTG? par?
électrophorèse?sur?gel?discontinu?de?polyacrylamide?12?%?en?conditions?dénaturantes?(figure?55).?La?
révélation?a?été? réalisée?par?coloration?au?bleu?de?coomassie? (figure?55,?gauche)?ou?par? immuno?
empreinte?à?l’aide?d’un?anticorps?primaire?dirigé?contre?l’étiquette?poly?histidines?(figure?55,?droite).??
?
Les? résultats? obtenus? indiquent? qu’INFLWT?pPROEX?HTa? présente? des? profils? d’expression?
variables? selon? les? paramètres? température? d’induction? et? milieu? de? culture.? En? présence? de?
l’inducteur? IPTG,? l’intégrase? ne? semble? pas? surproduite? pour? la? température? d’induction? de? 25°C?
quelque? soit? le?milieu?de? culture?utilisé? (figure? 55,? gauche? et? droite,?pistes? 2,? 4? et? 6).? Il? apparaît?
cependant?que?la?protéine?est?bien?surproduite?pour?une?température?d’induction?de?37?°C?pour?les?
milieux? Hyper? et? Turbo? avec? une? expression? sensiblement? plus? importante? pour? le?milieu? Hyper?
(figure?55,?gauche?et?droite,?pistes?10?et?12).?En?revanche,? le?milieu?LB?ne?semble?pas?adapté?à? la?







de? très?près?à? la?masse?moléculaire? théorique?d’un?monomère?d’intégrase? calculée?à?partir?de? sa?
séquence?protéique?(35?kDa)?(figure?55,?droite,?pistes?10?et?12).??
?
Suite?à? ces?essais,?nous?avons?donc? sélectionné? les? conditions?de? surproduction? suivantes,?
avant?d’initier? les?essais?de? solubilisation?:?une?pré?culture?de?20?ml?de?milieu? LB? supplémenté?en?
ampicilline? (50?100?μg/ml? final)?et?chloramphénicol? (50?μg/ml? final)?est?réalisée?à?partir?d’un?stock?
glycérol?et? incubée?à?37?°C?sur? la?nuit?sous?agitation.?Le? lendemain,? la?surproduction?de? la?protéine?
est?réalisée?dans?un?litre?de?milieu?Hyper?ou?Turbo?supplémenté?en?ampicilline?(50?100?μg/ml?final)?à?
partir?de?la?pré?culture?saturée?en?bactéries.?L’induction?de?la?surproduction?a?lieu?par?l’ajout?d’IPTG?
(1?mM? final),? lorsque? la?culture?présente?une?densité?optique?à?600?nm?comprise?entre?0,4?et?0,6,?
pendant?quatre?heures?à?37°C.??
?
Un? premier? essai? de? solubilisation? a? été? réalisé? suite? à? la? surproduction? dans? les?milieux?




discontinu? de? polyacrylamide? 12?%? en? conditions? dénaturantes? (figure? 56).? Les? résultats? obtenus?
indiquent?que?dans?des?conditions?de?lyse?similaires?à?celles?utilisées?pour?INFLWT?pET?30a,?INFLWT?





conditions? optimales? permettant? l’extraction? de? notre? protéine? d’intérêt.? L’insolubilité? de? notre?































de?notre?protéine?à? la? température?de?25? °C,?nous?avons?décidé?de?ne?pas?modifier? le?paramètre?
température?d’induction?et?de?rester?à?37?°C?pour?les?prochains?essais.??
?
Nous?avons?donc?dans?un?premier? temps? testé?différentes?concentrations?d’IPTG? (0,3?ou?1?
mM),?ainsi?que?l’ajout?d’un?inducteur?de?la?surproduction?de?chaperonnes?chez?E.?coli?(Augmedium)?
ou? la?mise?en?place?d’un?choc? thermique?à?42? °C?durant? toute? la?culture?et?avant? l’induction?de? la?
surproduction?à?37?°C?afin?là?aussi,?d’activer?la?surproduction?de?certaines?chaperonnes?(Chen?et?al.?
2002).? Il?est? connu?que? la? réduction?de? la? concentration?en? IPTG?peut?avoir?des?effets?bénéfiques?
pour? la? solubilité? des? protéines? recombinantes,? ainsi? que? l’augmentation? de? la? surproduction? des?




culots? ou? fractions? insolubles)? par? électrophorèse? sur? gel? discontinu? de? polyacrylamide? 12?%? en?
conditions?dénaturantes.?
?
L’analyse? SDS?PAGE? nous? indique? là? encore? que? la? surproduction? de? la? protéine? est? plus?
importante?dans? le?milieu?Hyper?que?dans? le?milieu?Turbo,?quelque?soit? les?paramètres?de?culture?
utilisés?(figure?57,?gauche,?comparaison?des?pistes?1?à?6?avec?7?à?12).?Nous?pouvons?observer?que?la?





comparaison?de? la?piste?2?avec? les?pistes?1?et?3?et?de? la?piste?5?avec? les?pistes?4?et?6).?Le?choc?
thermique?ne?semble?pas?améliorer?significativement? la?quantité?de?protéine?pour? le?milieu?Hyper?
par? rapport? au? contrôle? avec? IPTG? seul,?mais? l’améliore? sensiblement?pour? le?milieu? Turbo,? là?où?
l’Augmedium?ne?semble?avoir?que?peu?d’effet.??
?
Nous? avons? par? la? suite? analysé? la? solubilité? de? notre? protéine? surproduite? dans? les?
différentes?conditions?de?culture? (figure?57,?droite).?L’analyse?SDS?PAGE?(représentant?uniquement?
les? tests? pour? le?milieu? Hyper)? présente? des? profils? de? solubilité? très? similaires? quelque? soit? les?
conditions?de?culture?utilisées.?Les?mêmes?résultats?ont?été?obtenus?pour?le?milieu?Turbo.?La?protéine?
reste?présente?majoritairement?dans?la?fraction?insoluble?et?aucune?amélioration?ne?semble?à?noter?
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? Suite? aux? premiers? essais? pour? tenter? de? solubiliser? notre? protéine? d’intérêt,? nous? avons?
décidé? de? tester? le? paramètre? souche? bactérienne? pouvant? affecter? la? solubilité? d’une? protéine?
surproduite.?Pour?cela,?nous?avons?testé?la?surproduction?et?la?solubilité?d’INFLWT?pPROEX?HTa?dans?
quatre?souches?bactériennes?différentes,? la?souche?Rosetta?2?DE3?pLysS?(contrôle),?BL21?DE3?pLysS,?
C41?DE3? pLysS? et? C43?DE3? pLysS.? Ces? différentes? bactéries? ont? été? transformées? par? le? plasmide?
d’intérêt?et?des?essais?de?surproduction?ont?été?réalisés?dans? les?conditions?optimales?déterminées?
pour?les?milieux?Hyper?et?Turbo?mais?en?réduisant?la?concentration?d’IPTG?à?0,3?mM?final.?Du?fait?des?
profils? de? solubilité? similaires? obtenus? pour? les? deux? milieux? de? culture,? nous? avons? décidé? de?
poursuivre?les?essais?sur?le?milieu?présentant?le?niveau?de?surproduction?le?plus?élevé?c'est?à?dire?le?
milieu?Hyper.?Nous?avons?ensuite?vérifié?la?surproduction?avec?et?en?absence?de?l’inducteur?IPTG?et?la?




? L’analyse? SDS?PAGE? indique? que? la? protéine? est? bien? surproduite? quelque? soit? la? souche?
utilisée?mais?également?l’absence?de?fuite?d’expression?en?absence?d’inducteur?(figure?58,?gauche).?Il?
apparaît?également?que?les?profils?de?surproduction?d’INFLWT?pPROEX?HTa?sont?très?similaires?pour?
les? quatre? souches? bactériennes? testées.? Nous? avons? par? la? suite? analysé? la? solubilité? de? notre?
























Différentes?méthodes? de? lyse? ont? dans? un? premier? temps? été? testées? sans? pour? autant?
améliorer? l’extraction? de? notre? protéine? (données? non? montrées).? Nous? avons? donc? modifié? la?
composition?de?la?solution?d’extraction?et,?après?de?nombreuses?tentatives,?une?condition?de?tampon?
a? été? déterminée? permettant? une? extraction? efficace? de? notre? protéine? d’intérêt.? La? solution?
d’extraction?optimisée?possède?la?composition?suivante?:?50?mM?Bis?Tris?HCl?pH?7,0,?1?M?NaCl,?10?%?




faible? concentration,? est?non?dénaturante?pour? la?protéine? et? indique?que? l’intégrase? surproduite?
n’est?pas?présente?dans?les?corps?d’inclusion?au?cours?de?la?surproduction.??
?
Au? cours?de? l’optimisation?des? conditions?d’extraction,?nous?avons?poursuivi? l’optimisation?
des? conditions? de? surproduction.? Les? conditions? de? surproduction? et? de? solubilisation? finalement?
choisies?pour? INFLWT?pPROEX?HTa?sont? les?suivantes?:?à?partir?du?stock?glycérol,?un?étalement?sur?















Une? étape?de? chromatographie?d’affinité? a? été? réalisée? suite? à? la? solubilisation?d’INFLWT?
pPROEX?HTa,? afin? d’obtenir? un? échantillon? protéique? pur? et? adapté? aux? études? biochimiques? et?
structurales.? A? titre? de? comparaison,? une? purification? a? également? été? réalisée? en? utilisant? les?
conditions?de?lyse?déterminées?pour?INFLWT?pET?30a.?
?
Comme? pour? INFLWT?pET?30a,? INFLWT?pPROEX?HTa? a? été? purifiée? par? chromatographie?




Après? injection?de? la? solution?de? surnageant? sur? la? colonne?et?passage?de? la? totalité?de? la?
fraction?non?retenue,?une?solution?identique?au?tampon?de?lyse,?mais?avec?0,5?M?NaCl?(tampon?T2),?
est? injectée? sur? la? colonne? puis? la? concentration? en? sel? est? à? nouveau? augmentée? à? 1?M? avec? le?




effet?apparu?au? cours?de?nos?essais?que? l’élution? classique?en?utilisant? l’imidazole?aboutissait? très?
rapidement? en? fin? de? purification? à? une? protéine? agrégée.? Il? est? également? apparu? qu’il? était?
nécessaire?de?conserver? l’urée? jusqu’aux?dernières?étapes?de?purification.?En?utilisant? l’élution?par?
l’EDTA,?notre?protéine?semble?se?décrocher?pour?un?gradient?50?%?V/V?de?tampon?T1/50?%?V/V?de?
tampon? T3? ce? qui? correspond? à? une? concentration? de? 50? mM? d’EDTA.? L’élution? a? ensuite? été?
prolongée? sans? maintenir? de? palier? jusqu’à? atteindre? 100? mM? d’EDTA.? L’augmentation? de?
l’absorbance? à? 280? nm? semble? indiquer? la? présence? de? protéine? en? grande? quantité? (figure? 59,?
droite).? A? titre? de? comparaison,? l’utilisation? du? protocole?mis? au? point? pour? INFLWT?pET?30a? ne?
s’accompagne? que? d’une? très? légère? augmentation? de? l’absorbance? à? 280? nm,? en? partie? liée? à?




issues? de? la? lyse? des? bactéries,? ainsi? que? les? fractions? non? retenues? et? d’élution,? ont? ensuite? été?
analysées?par?électrophorèse?sur?gel?discontinu?de?polyacrylamide?12?%?en?conditions?dénaturantes?
(figure? 60,? gauche).? Il? apparaît? que? la? protéine? est? surproduite? en? grande? quantité? en? présence?
d’IPTG?et?dans?nos?conditions?de?culture?avec?l’absence?significative?de?fuite?d’expression?en?absence?
de? l’inducteur?(figure?60,?gauche,?pistes?1?et?2).?L’analyse?des?fractions?solubles?et? insolubles?nous?
indique? également? que? la? lyse? a? été? efficace? avec? la? présence? d’une? quantité? plus? importante?
d’INFLWT?pPROEX?HTa? dans? la? fraction? soluble? que? dans? la? fraction? insoluble? (figure? 60,? gauche,?
pistes?3?et?4).?L’analyse?de? la?fraction?non?retenue? indique?par?ailleurs?que? la?protéine?est?capable?
dans?ces?conditions?de?s’accrocher?correctement?à?la?colonne?de?nickel?(figure?60,?gauche,?piste?5).?



















point? au? sein? du? laboratoire? et? légèrement?modifié,? afin? d’inclure? une? étape? de? lavage? à? forte?
concentration? en? sel? (1? M? NaCl)? pour? éliminer? les? contaminations? par? les? acides? nucléiques.?
Brièvement,?une?boîte?LB?Agar?supplémenté?avec?de?l’ampicilline?(100?μg/ml)?est?utilisée?pour?étaler?
le?stock?glycérol?de?bactéries?BL21?DE3?transformées?par?le?plasmide?pRK793?codant?la?protéase?du?
TEV.? Un? des? clones? obtenus? est? utilisé? pour? inoculer? une? préculture? de? 10? ml? de? milieu? LB?






avec? le?tampon?de? lyse?modifié?contenant?1?M?de?NaCl.?L’élution?de? la?protéine?est?ensuite?réalisé?
par? un? gradient? avec? un? tampon? d’élution? identique? au? tampon? de? lyse? mais? avec? 300? mM?
d’imidazole.?Le?résultat?de? la?purification? indique? l’obtention?de? la?protéase?avec?un?haut?niveau?de?
pureté? (figure? 60,? droite).? Les? échantillons? sont? ensuite? dialysés? contre? le? tampon? de? lyse? sans?


























du? être? déterminées? puis? optimisées? afin? d’aboutir? à? un? clivage? total? de? l’étiquette.? Pour? cela,?
différents? ratios?protéase/protéine? cible? ainsi?que?différents? temps? et? températures?d’incubations?
ont?été? testés.?Nous?avons?commencé? les?essais?par? l’utilisation?des? ratios?protéase/protéine?cible?





? L’analyse?du?gel? indique?que? la?protéine?purifiée,?avant?action?de? la?protéase,?est?présente?
avec? un? haut? niveau? de? pureté,? mais? avec? quelques? sous?bandes? visibles? qui? pourraient?
correspondre,? comme? pour? INFLWT?pET?30a,? au? résultat? d’une? activité? de? protéolyse? résiduelle.?





ne? semble? pas? adaptée? à? notre? protéine? (données? non?montrées).?Nous? avons? donc? par? la? suite?
décidé?d’utiliser?un?ratio?W/W?1/20?protéase/protéine?cible,?une?incubation?à?température?ambiante?







La? protéase? du? TEV? possédant? une? étiquette? de? purification? six? histidines,? nous? avons? pu?






Les? intégrases? INFLWT?pPROEX?HTa? avec? et? sans? étiquettes? ont? été? testées? pour? leurs?
activités?de?clivage?et?de? transfert?de?brins?par? le?Dr?Corinne?Ronfort.?De? façon? intéressante,? il?est?
apparu? que? l’intégrase? avec? étiquette? était? inactive? pour? ces? activités.? Le? lot? sans? étiquette? a?
























La? technique? du? pontage? covalent? a? été? réalisée? afin? de? caractériser? les? états?
d’oligomérisation? d’INFLWT?pPROEX?HTa,? afin? de? pouvoir? comparer? les? résultats? obtenus? avec?
INFLWT?pET?30a.? Pour? cela,? une? analyse? par? électrophorèse? sur? gel? discontinu? de? polyacrylamide?
10?%? en? conditions? dénaturantes,? a? été? réalisée? après? avoir? effectué? un? pontage? covalent? des?




Après? révélation? au? nitrate? d’argent,? on? peut? observer? pour? les? agents? pontant? testés,? la?
présence? d’une? bande? présentant? une? masse? moléculaire? proche? de? 70? kDa? et? d’une? bande?
présentant? une? masse? moléculaire? proche? de? 34? kDa.? Ces? résultats? suggèrent? que? dans? ces?
conditions? expérimentales,? l’intégrase? serait? majoritairement? dimérique? avec? une? forme?
monomérique? minoritaire.? Les? conditions? de? pontage? semblent? optimales? par? l’utilisation? du?
glutaraldéhyde?1?X?avec?une?bande?dimérique?majoritaire.? L’augmentation?de? la? concentration?en?
glutaraldéhyde? (2?X)?semble?au?contraire?aboutir?à? l’agrégation?de? la?protéine.?Malgré? la?présence?
d’ammonium?dans?la?solution,?pouvant?rentrer?en?compétition?avec?les?amines?des?protéines?pour?la?
réaction? avec? les? agents? pontants,? la? réaction? de? clivage? semble? optimale? dans? nos? conditions?






















La? valeur? moyenne? du? diamètre? hydrodynamique? obtenue? à? partir? de? trois? mesures?
successives? est? de? près? de? 8? nm.? Cette? valeur? est? similaire? à? celle? obtenue? pour? la? construction?










étiquette?par? la? technique?de?diffusion?de?vapeur?et?en?goutte?assise.?Les?kits?commerciaux? JCSG+?
suite,?MbClass?1?suite,?MbClass?2?suite?(qiagen),?AmSO4?suite?et?MPD?suite?(Qiagen)?ont?été?testés?et?
après? plusieurs? jours,? des? cristaux? sont? apparus? dans? de? nombreuses? conditions? de? cristallisation?
différentes.?Malheureusement,? l’ensemble?des? cristaux? testés?par?diffraction?des? rayons?X? se? sont?
avérés? être? des? cristaux? de? sels.? Il? est? probable? que? la? présence? de? magnésium? et? de? sulfate?
d’ammonium?dans? le? tampon?de? la?protéine?a?abouti?à? la? formation?de?nombreux?cristaux?de?sels?





L’obtention?de? l’intégrase?entière?dans? la?nouvelle?construction? (INFLWT?pPROEX?HTa)?sous?
une? forme? soluble? et? en? grande? quantité,? a? nécessité? de? nombreuses? étapes? d’optimisation,? la?
protéine?étant?majoritairement? insoluble?dans?des?conditions?optimales?déterminées?pour? INFLWT?









En? effet,? les? valeurs? de? Rg? et? de?Dmax? données? par? les? auteurs? sont? respectivement? de? 32,8? et?




les? monomères? interagissent? de? façon? tête?bêche,? avec? les? domaines? catalytiques? présents? aux?
extrémités?du?dimère? (figure? 64,?milieu).? Il? apparaît?que? l’organisation?de? ce?dimère? ressemble? à?
l’organisation?du?dimère? interne?au?sein?de? l’intasome?de?PFV?(figure?64,?droite)?(Hare?et?al.?2010).?













Nous? avons? souhaité? vérifier? si? la?protéine?entière? était? capable,? comme?pour? le?domaine?







sauvage? a? également? permis? l’obtention? d’une? protéine? pure? sans? étiquette? et? en? quantité?
satisfaisante.?Des?expériences?de?pontage?covalent?ont?révélé?que? la?protéine?mutée?était?toujours?
dimérique?mais? en? plus? faible? proportion? que? pour? l’intégrase? sauvage? (figure? 65,? gauche).?Nous?
avons?ensuite?réalisé?une?analyse?par?électrophorèse?sur?gel?de?polyacrylamide?12?%?en?conditions?
dénaturantes?et?en?présence?ou?non?d’agent?réducteur?et?après?incubation?ou?non?avec?du?peroxyde?
d’hydrogène? (2?mM,? trente?minutes,? température? ambiante)? (figure? 65,? droite).? Il? apparaît? après?
analyse?du?gel?(aussi?bien?pour?la?protéine?native?que?mutée)?la?présence?d’une?forme?dimérique?en?
absence?d’agent?réducteur,?cette? forme?dimérique?étant?plus? importante?pour? la?protéine?sauvage?
que?la?protéine?mutée.??
?
Une? forme? trimérique? minoritaire? semble? également? apparaître? en? particulier? pour? la?
protéine?sauvage.?La?présence?de?peroxyde?d’hydrogène?ne?semble?pas?modifier? les?proportions?de?
ces?formes.?Ces?formes?disparaissent?en?présence?d’agent?réducteur?ce?qui?semble?bien?impliquer?la?
formation? de? ponts? disulfures.? Le? résultat? obtenu? n’était? toutefois? pas? celui? attendu.? En? effet,? le?
contrôle?négatif?(protéine?sauvage)?semble?indiquer?la?formation?d’un?dimère?stabilisé?par?un?ou?des?




mutant.? La?nouvelle? interface?ne? semble?donc? pas? se? former? dans?nos? conditions? expérimentales?




























? Nous? avons? dès? lors? tenté? de?mettre? en? évidence? la? formation? de? la? nouvelle? interface?
dimérique?par?l’intermédiaire?d’un?pont?disulfure?inter?moléculaire?C103?C103?sur?la?protéine?entière?
en? utilisant? le?même? protocole? que? celui? développé? pour? IN?CCD?H103C.? La? protéine? a? donc? été?





sur? INFLH103C?pPROEX?HTa? mais? également? sur? la? protéine? sauvage? INFLWT?pPROEX?HTa.?
Différentes? conditions? (de? pH,? de? concentration? en? peroxyde? d’hydrogène,? de? concentration?
protéique)?ont?été?testées?mais?n’ont?pas?aboutit?à?des?modifications?significatives?de?ces?résultats.?
?
?La? nouvelle? interface? ne? semble? donc? pas? se? former? dans? nos? conditions? expérimentales?























Au?cours?de?cette? thèse,? je?me?suis? intéressé?à? la?protéine? intégrase?du?virus?RAV?1? (ou? IN?
RAV?1)? appartenant? au? genre?Alpharétrovirus?des?Retroviridae.?Cette? intégrase?est?étudiée?depuis?
2002? à? l’IBCP,? au? sein? d’une? collaboration? entre? les? équipes? de? «?Biocristallographie? et? Biologie?









évidence? que? ce? «?nouvel?»? assemblage? pouvait? se? former? en? solution,? grâce? à? l’utilisation? d’un?
mutant?«?cystéine?»?(mutant?H103C),?permettant?de?stabiliser?la?«?nouvelle?»?interface?dimérique?par?
un?pont?disulfure.?Cette?stratégie?appelée?«?cysteine?directed?mutagenesis?»,?a?déjà?été?employée?sur?




? La? «?nouvelle?»? interface? dimérique? est? significativement? différente? de? l’interface?
«?canonique?»?et?nécessite?un?déplacement?d’une?dizaine?d’angströms?de?chaque?monomère.?Il?faut?
noter?que?le?CCD?des?IN?des?rétrovirus?de?l’espèce?aviaire?(comme?RAV?1?et?RSV)?sont?monomériques?
en? solution? pour? des? concentrations? de? l’ordre? du?mg/ml? (manuscrit? de? thèse? d’A.? Ballandras? et?
(Bujacz? et? al.? 1995)),? alors? que? le? CCD? d’IN? VIH?1? est? majoritairement? dimérique? à? cette?
concentration.? Nous? pensons? donc? que? l’association? dimérique? du? CCD? des? IN? des? rétrovirus? de?




dans? un? tampon?MES? à? pH? 6,0.? L’analyse? de? la? structure? cristalline?montre? que? l’assemblage? est?
stabilisé?en?son?centre?par?un?ion?Zn2+,?qui?est?coordonné?par?deux?histidines?symétriques?(H103).?Le?
résidu?H103,?qui?est?très?conservé?au?sein?des?IN?d’alpharétrovirus,?semble?ainsi?jouer?un?rôle?crucial?
dans? l’assemblage?de? la?nouvelle?forme?dimérique?par?sa?capacité?à?coordonner? le?zinc.?Un? ion?zinc?
avait?également?été?observé?à?proximité?du? résidu?H103? sur? la? forme?dimérique?«?canonique?»?du?
CCD?d’IN?RSV?ainsi?que?dans? le?site?actif?de? l’enzyme?(Bujacz?et?al.?1997;?Lubkowski?et?al.?1998).?De?
façon? intéressante,?on?retrouve?dans? la?structure?du?«?nouvel?»?assemblage?dimérique,? la?présence?
d’un? ion?Zn2+?dans? le? site?actif?de?chaque?monomère.?Le? zinc?est?un?élément? connu? comme?étant?
nécessaire?aux?intégrases?puisqu’il?intervient?dans?le?repliement?du?domaine?N?terminal?(Jaskolski?et?
al.?2009).?De?plus,?bien?que? le?magnésium? soit? considéré? comme? le? cofacteur?naturel?de? l’activité?
catalytique? de? l’IN,? le? zinc? peut? également,? dans? une? moins? mesure,? contribuer? à? la? réaction?
d’intégration? en? qualité? de? cofacteur? (Bujacz? et? al.? 1997).? L’observation? de? ces? ions? Zn2+? dans? la?
«?nouvelle?»?interface?et?le?site?actif?d’IN?RAV?1?pourrait?donc?avoir?une?cohérence?biologique.?
?




et?NTD)? sur? la? protéine? entière,? la? rendant? inactive? pour? l’étape? d’intégration.? Cette? «?nouvelle?»?





La? présence? d’un? sillon? fortement? basique? à? l’interface? de? dimérisation? et? une? étude? de?
docking? suggèrent? ainsi? un? rôle? de? ce? «?nouvel?»? assemblage? dans? la? fixation? d’acides? nucléiques?
simples?brins,?ARN?ou?ADN?(Ballandras?et?al.?2011).?Pour?étayer?cette?hypothèse,?j’ai?mené?différents?
essais?de? trempages? et?de? co?cristallisations? avec? différents? nucléotides? et? désoxyribonucléotides.?
Toutefois,?les?cartes?de?densités?électroniques?obtenues?après?enregistrements?des?données?rayons?
X? et? affinements? cristallographiques,? n’ont? pas? permis? d’observer? d’acides? nucléiques? liés? à? la?
«?nouvelle?»?interface.?Nous?avons?cependant?pu?observer?suite?à?ces?trempages,?la?présence?d’un?ou?










été? observée? dans? une? crevasse? située? à? l’interface? de? dimérisation? (Ballandras? et? al.? 2011).?
L’hypothèse?d’une? forme? inactive?de? l’enzyme?sous?cette?conformation?a?suscité? l’idée?d’utiliser? le?
MES?comme?tête?de?série,?pour?le?développement?d’un?nouveau?type?d’inhibiteurs?allostériques.?En?
effet,?des?composés?développés?à?partir?du?MES?et?présentant?une?très?forte?affinité?pour?l’interface,?
pourraient?être?utilisés?pour? stabiliser? ce?nouvel?assemblage?dans?une?conformation? inactive?pour?
l’enzyme?et?ainsi?perturber?le?cycle?réplicatif?rétroviral.??
?
Nous? avons? utilisé? le?mutant? disulfure? H103C? pour?mesurer? l’interaction? du?MES? avec? le?
«?nouvel?»?assemblage?dimérique,?grâce?à?des?techniques?d’ITC,?d’atténuation?de?fluorescence?et?de?






site?actif?des?enzymes?ou?à? leurs?surfaces.?Un?exemple?est?celui?de? la?structure?cristallline?de? la???
lactamase? de? Bacteroides? fragilis,? avec? une?molécule? de? tampon?MES? liée? dans? le? site? actif.? Les?
auteurs?ont? réussi?à?déterminer?un?Ki?de?25?mM?pour? ce? composé?et? suggèrent?d’utiliser? le?MES?
comme?base?pour? le? développement? de?nouveaux? inhibiteurs? compétitifs? (Fitzgerald? et? al.? 1998).?
Une?autre?étude?réalisée?par?RMN?a?mis?en?évidence?la?possibilité?d’interférence?du??tampon?avec?la?
protéine,?comme? l’interaction?du?MES?avec?une?protéine?du?foie? liant? les?acides?gras?chez? l’Homme?
(hLFABP? pour? Human? Liver? Fatty? Acid? Binding? Protein).? Une? titration? de? cette? enzyme? avec? ce?
composé?par?RMN,?a? indiqué?un?phénomène?d’interaction?ne?s’accompagnant?pas?d’une?saturation?





où? il? peut?mimer? la? structure? chimique? d’un? substrat? ou? d’un? cofacteur.? En? particulier,? différents?
exemples? existent? dans? la? littérature? où? le? groupement? sulfonate? du?MES?mime? la? position? d’un?
phosphate? ou? d’un? sulfate? «?biologique?»? (Toney? et? al.? 1993;? Knochel? et? al.? 1996).? Il? est? donc?





Sur? le?même?modèle,? l’interaction? d’une?molécule? de? saccharose? issue? de? la? solution? de?





2010).?De? la?même? façon,? les?effets?du?MES,?ainsi?que?de?composés?analogues?synthétisés?par?nos?
collaborateurs,?ont?été?évalués?sur?les?activités?catalytiques?de?l’IN?et?sur?le?cycle?réplicatif?rétroviral?















? Par? ailleurs? l’histidine? 103,? qui? est? très? conservée? pour? les? alpharétrovirus? ne? semble? pas?
retrouvée? chez? les? autres? rétrovirus? en? particulier? chez? le? VIH?1? où? elle? est? remplacée? par? une?
phénylalanine.? Une? modélisation? de? l’IN? du? VIH?1? suivant? le? «?nouvel?»? assemblage? montre?
cependant?la?possibilité?d’une?telle?association.?Par?ailleurs,?le?sillon?basique?est?également?retrouvé?




Des? expériences? de? «?cysteine?directed?mutagenesis?»? sont? envisagées? pour? vérifier? cette?





















Afin? d’améliorer? la? qualité? de? ce? modèle,? une? nouvelle? construction? a? été? réalisée? afin?
d’éliminer?les?étiquettes?de?purification.?Cependant,?au?cours?de?l’optimisation?de?la?surproduction?et?
de? la? purification? de? l’IN? dans? cette? nouvelle? construction,? l’équipe? de? A.?M.? Skalka? a? publié? un?
modèle?SAXS?sur?cette?même?enzyme? (Bojja?et?al.?2011).?Le?modèle?décrit?par?ces?auteurs?est?très?
proche?du?notre?avec?un?rayon?de?giration?et?une?distance?inter?particulaire?maximale?très?similaires.?
Leurs? résultats? indiquent? que? l’IN? est?majoritairement? sous? forme? dimérique? et? ils? décrivent? un?
«?reaching?dimer?»?où? les?monomères?auraient?une?organisation?tête?bêche.?Au?sein?de?ce?dimère,?





observé?dans? les?cartes?de?densité?électronique.?Ces?structures,?qui?présentent?une? IN?sous? forme?
dimérique,? sont? par? ailleurs? identiques? aux? structures? de? l’IN? du? RSV? tronquée? (CCD+CTD)? et?






de? dimérisation? de? l’IN? du? VIH?1? qui? pourrait? adopter? deux? conformations?;? une? impliquant? une?
interface?de?dimérisation?CCD/CCD,? l’autre?n’impliquant?pas? les?domaines?CCD,?comme?dans? le?cas?
du?modèle?précedemment?décrit?de?«?reaching?dimer?»? (selon? la?présence?ou?non?de? zinc?dans? la?












L’IN? entière? sauvage? présente? plusieurs? cystéines? libres? qui? pourraient? participer? à? la?
formation?de? ces?ponts?disulfures.?De? façon? intéressante,?des? résultats? similaires?avaient?déjà?été?
observés?pour? l’IN?du?VIH?1?mais? les? auteurs?n’avaient?pas?pu? en? tirer?de? signification?biologique?
(Bischerour?et?al.?2003).?En?effet,? la?mutation?de? la? cystéine? impliquée? (C280)?n’a?pas?modifié? les?
activités?de?l’enzyme?et?n’a?pas?eu?d’effet?significatif?sur?le?cycle?de?réplication?du?virus.?Les?auteurs?
ont?toutefois?suspecté?un?rôle?potentiel?de?ces?ponts?disulfure?dans?la?biosynthèse?de?la?protéine?et?













pourraient? être? réalisés? à? différentes? concentrations? en? sels? pour? vérifier? la? formation? du? nouvel?














































































































































Les? glucides? sont? des? molécules? organiques? contenant? au? minimum? un? groupement?
carbonyle? (aldéhyde?ou?cétone)?et?plusieurs?hydroxyles.?Ces?molécules?peuvent?être?complexes?de?
par?les?nombreuses?combinaisons?possibles?de?polymérisation?des?unités?de?sucres?simples?appelées?
«?oses?»,? et? de? la? nature? des? liaisons,? permettant? l'assemblage? de? ces? sucres? simples? en? sucres?
complexes? ou? «?osides?».? De? plus,? les? glucides? vont? également? pouvoir? incorporer? différents?
hétéroatomes?comme?le?phosphore,?l'azote?ou?encore?le?souffre?augmentant?cette?diversité.?
?





les? animaux.? En? particulier,? ce? stockage? pourra? être? réalisé? sous? la? forme? de? polymères? ramifiés?
d'unités?de?glucose?comme? l'amidon?chez? les?plantes?ou? le?glycogène?chez? les?animaux.?L'hydrolyse?
de?ces?polymères?catalysée?par?des?enzymes?spécifiques?nommées?«?glycoside?hydrolases?»,?assurera?
la? libération?d'unités?de?glucose,?qui?permettra?de? répondre? rapidement?aux?besoins?énergétiques?
des?cellules.?
?
Les? glucides? possèdent? également? un? rôle? structural? important.? La? cellulose,? qui? est? un?
polymère?linéaire?de?glucose,?constitue?une?composante?majeure?de?la?paroi?cellulaire?végétale.?Un?
autre?exemple?est?celui?de?la?chitine,?qui?est?un?polymère?linéaire?d'unité?de?N?acétyl?glucosamine?et?
qui?participe?à? la?formation?de? l'exosquelette?chez? les?crustacés,? les? insectes?ainsi?que?chez?certains?
autres?organismes.?Chez?les?animaux,?les?protéoglycanes?constitués?de?la?combinaison?d'une?protéine?
avec? des? polymères? linéaires? de? sucres? (les? glycosaminoglycanes)? constituent? une? composante?
essentielle?de?la?matrice?extracellulaire?qui?joue?un?rôle?de?soutien?structural?pour?les?tissus.?
?
Enfin,? ils? vont? jouer?un? rôle?dans? les? interactions? cellule?cellule? et?dans? la? communication?
cellulaire.?Les? sucres? impliqués?dans?ces? fonctions? sont?principalement? retrouvés? sous? la? forme?de?
glycoconjugués.?Les?glycoconjugués?sont?constitués?d'oligosaccharides?associés?covalemment?à?des?
protéines? (glycoprotéines)? ou? à? des? lipides? (glycolipides).? Ils? sont?majoritairement? retrouvés? à? la?
surface? des? cellules? ou? dans? les? espaces? extra?cellulaires? et? vont? pouvoir? interagir? avec? certaines?
protéines? fixant? les?sucres? (cytokines,? lectines…)?participant?ainsi?aux?processus?de?communication?




Les?glycoside?hydrolases? sont?des?enzymes? clés?du?métabolisme?des? sucres?et? se? trouvent?
chez? les?archéobactéries,? les?eubactéries,? les?eucaryotes?mais?également? les?virus.?Elles?constituent?
un?très?large?groupe?d'enzymes?capable?de?catalyser?l'hydrolyse?de?liaisons?glycosidiques?entre?deux?
glucides?ou?un?glucide?et?un?groupement?non?glucidique?ou?groupement?aglycone.?Certaines?de?ces?









 La? grande? diversité?des? glycoside?hydrolases? a?nécessité? la?mise? en? place?de? systèmes?de?
classification?basés?sur?différents?critères.??
?
Les? glycoside? hydrolases? sont? des? enzymes,? et? leurs? activités? sont? classifiées? par? la?
nomenclature? de? l'Union? Internationale? de? Biochimie? et? de? Biologie?Moléculaire? (IUBMB)? depuis?
1984.?Cette?classification?est?basée?sur?le?type?de?réaction?catalysée?par?l'enzyme?mais?également?sur?
sa? spécificité?de? substrat,?et?permet?de?donner?à? l'enzyme?un?numéro?EC?ou?Enzyme?Commission?
number.?La?nomenclature?EC?utilise?quatre?nombres,?le?premier?indique?le?type?de?réaction?catalysée,?
alors?que? les?deuxième,? troisième?et?quatrième?nombres?précisent? la?nature?du? substrat? impliqué?
dans? la?réaction? (Webb?1992).?Les?glycoside?hydrolases?appartiennent?dans? la?nomenclature?EC?au?
groupe?EC?3.2.?Ce?groupe?regroupe? l'ensemble?des?enzymes?à?activité?hydrolase? (EC?3)?et?qui?vont?




Ce? classement? a? vite? montré? ses? limites? avec? l'avancée? des? études? biochimiques? et?
structurales? sur? ces? enzymes.? En? effet,? cette? classification? ne? tient? pas? compte? des? similarités? de?
séquences? protéiques? entre? ces? enzymes? ainsi? que? de? leurs? caractéristiques? structurales.? Ce?








généralement? un? repliement? et? un?mécanisme? catalytique? propre? et? ce,?même? si? ses?membres?
agissent? sur? différents? substrats?ou? proviennent?d'organismes? très? éloignés? en? terme?d'évolution.?
Comme? le? repliement? tridimensionnel? des? protéines? est? généralement? mieux? conservé? que? la?
séquence,? certaines? de? ces? familles? sont? regroupées? en? clans? ou? superfamilles? en? fonction? de? la?
conservation? de? leur? structure? tridimensionnelle? et? de? leur? similarité?mécanistique? (Henrissat? &?
Bairoch?1996).??
?
Cette?classification?est?régulièrement?réactualisée,?et? il?y?a?actuellement?132? familles? (dont?
cinq?ne?font?toutefois?plus?partie?de?cette?classification)?de?glycoside?hydrolases?ainsi?que?quatorze?









vont? favoriser? les? réactions? d'hydrolyse? inverse? et? de? transglycosylation,? en? particulier? par? la?
















? Le?premier?mécanisme?est? le?mécanisme?de?rétention?au?cours?duquel? l'enzyme?va?en?deux?

















? Le? mécanisme? d’hydrolyse? avec? rétention? de? configuration? implique? deux? réactions?
d'inversion?successives?(figure?3)?passant?chacune?par?la?formation?d’un?état?de?transition?de?type?ion?
oxocarbénium.?La?première?étape?de?l'hydrolyse?(communément?appelée?«?étape?de?glycosylation?»)?
consiste?en? la?protonation?de? l'atome?d'oxygène?de? la? liaison?glycosidique?par? le?résidu?catalytique?
acide?et?le?départ?du?groupement?aglycone?assisté?par?le?résidu?catalytique?nucléophile?aboutissant?à?
la? formation? d'un? intermédiaire? glycosyl?enzyme? covalent? transitoire.? Cette? attaque? concertée?
constitue?une?réaction?de?substitution?nucléophile?monomoléculaire?(SN1).??
? ?
? Lors? de? la? deuxième? étape? (communément? appelée? «?étape? de? déglycosylation?»),? une?
nouvelle? substitution? nucléophile? intervient? avec? hydrolyse? de? l'intermédiaire? covalent? par? une?
molécule?d'eau? jouant? le?rôle?de?nucléophile.?Ceci?provoque? la?reprotonation?du?résidu?catalytique?
acide?ainsi?que?la?formation?d'un?produit?de?même?conformation?que?le?substrat.?Si?un?autre?sucre?ou?
une?molécule?hydroxylée?se?trouvent?dans? le?milieu?alors,?une?réaction?de?transglycosylation?entre?










Contrairement? au? mécanisme? précédent,? l'hydrolyse? avec? inversion? de? configuration? du?
carbone? anomérique? se? fait? en? une? seule? étape? impliquant? également? la? formation? d’un? état? de?
transition? de? type? ion? oxocarbénium.? L'oxygène? de? la? liaison? glycosidique? va? être? protoné? par? le?










La? distance? séparant? les? résidus? catalytiques? est? caractéristique? des? glycoside? hydrolases?
fonctionnant?par?un?mécanisme?d'inversion?ou?par?un?mécanisme?de?rétention.?Il?a?été?observé?que?










Les? mécanismes? d'hydrolyse? par? inversion? et? par? rétention? constituent? les? mécanismes?





et?al.?2006),?des?résidus?non?carboxyliques?(Vocadlo?&?Davies?2008)?ou?encore? le?substrat? jouant? le?
rôle?du?nucléophile?(Terwisscha?van?Scheltinga?et?al.?1995).?
4.?Glycoside?hydrolases?et?synthèse?




La? synthèse? d'oligosaccharides? présente? également? un? intérêt? grandissant? dans? l'industrie?
pharmaceutique? de? par? les? nombreuses? applications? thérapeutiques? possibles? de? ces? molécules?
(Perugino? et? al.? 2004).? La? production? d'oligosaccharides? est? difficile? à?mettre? en?œuvre? par? les?
méthodes?classiques?de?chimie?organique.?En?effet,?la?formation?d'une?liaison?glycosidique?implique?
un? grand? nombre? d'étapes? de? protection? et? d'activation? sélective? des? groupements? hydroxyles,?
impliquant? des? synthèses? difficiles? accompagnées? de? faibles? rendements.? Une? alternative?




exploitation.? Les?glycoside?hydrolases,?en? revanche,? sont?plus? facilement?accessibles.?Ces?enzymes?






en? glycosynthase? par? mutagenèse? dirigée? (ciblant? le? résidu? catalytique? nucléophile).? Dans? ces?





substrats? en? relation? avec? la? topologie?de? leur? site? actif.?Malgré? la? grande?diversité?de? structures?




reconnaissance? d'un? sucre? de? l'extrémité? d'un? oligo? ou? polysaccharide.? Ces? enzymes? sont? donc?
capables? d'hydrolyser? un? oligo? ou? polysaccharide? à? partir? d'un? bout? de? chaîne? en? libérant? un?











glycosidase?à? topologie?crevasse,?mais?ayant?acquis?de? longues?boucles?qui? recouvrent? la? crevasse?
pour? former? un? tunnel.? Cette? topologie? est? rencontrée? chez? les? enzymes? qui? hydrolysent? les?











galactoses? non? réducteurs? contenus? dans? certains? galactooligosaccharides? tels? que? le? melibiose?
(galactose???1,6?glucose),?le?raffinose?(galactose???1,6?saccharose),?ou?le?stachyose?(galactose???1,6?
raffinose)? (figures? 6? et? 7).? Elle? est? aussi? capable? d'hydrolyser? les? galactomannanes? ainsi? que? les?
galactolipides?et?les?galactoprotéines.?En?dehors?de?leur?activité?hydrolytique,?les???galactosidases?de?






























La? plupart? des? ??galactosidases? appartiennent? aux? familles? GH27? (??galactosidases?
essentiellement?eucaryotes)?et?GH36? (??galactosidases?majoritairement?procaryotes).? Les?enzymes?
de?la?famille?GH27?et?GH36?sont?regroupées?au?sein?de?la?superfamille?D?ou?clan?GH?D?avec?la?famille?







Les? ??galactosidases? sont? très? représentées?dans? la?nature?et?ont?été?purifiées?à?partir?de?
nombreux?organismes?dont?les?plantes,?les?animaux?ou?encore?les?microorganismes.?
?
Des? ??galactosidases?ont? ainsi?pu? êtres? isolées? à?partir?de? plantes? (Dey?&? Pridham? 1972).?
L'hydrolyse?enzymatique?des?galactooligosaccharides,?comme?le?stachyose,?et?des?polysaccharides?de?
la? paroi? cellulaire? chez? les? végétaux,? va? contribuer? à? fournir? une? importante? source? d'énergie?
nécessaire? à? la? croissance? de? la? plante.? Chez? les? noix? de? coco,? il? a? ainsi? pu? être?montré? que? ces?
enzymes? étaient? nécessaires? à? la? germination? ainsi? qu'au? développement? de? la? paroi? cellulaire?
(Balasubramaniam? 1984).? Il? a? également? été? reporté? que? l'activité? de? transgalactosylation? des? ??




l'Homme.? Des? ??galactosidases? animales? ont? ainsi? pu? être? détectées? pour? la? première? fois? chez?
l'escargot? (Bierry?1913).?Ces?enzymes?ont?également?été?détectées?dans? le?cytoplasme?des?cellules?
des?glandes?de?Brunner?dans?l'intestin?des?rats,?mais?également?dans?la?moelle?osseuse?et?les?cellules?





glycosphingolipides? ainsi? que? des? glycoprotéines.? Des? mutations? dans? le? gène? codant? l'??
galactosidase? A? (gène? GLA)? peuvent? résulter? en? l'inactivation? de? cette? enzyme? aboutissant? à? la?
maladie? de? Fabry,? qui? est? une? maladie? récessive? liée? au? chromosome? X? et? touchant? donc?
principalement? les? hommes? avec? une? incidence? de? 1:40000? (Feldt?Rasmussen? et? al.? 2002).? Cette?
maladie?s'accompagne?de?l'accumulation?de?glycosphingolipides?dans?de?nombreux?tissus?et?organes?
aboutissant? le? plus? souvent? à? la?mort.?De?même,? les?maladies? de? Schindler? et? Kanzaki? sont? deux?
maladies? récessives? autosomiques? (gène? localisé? en? 22q13)? cette? fois? dues? à? un? déficit? en? ??N?




levures,? les? champignons? ou? encore? les? bactéries? (Nakai? et? al.? 2010;? Patil? et? al.? 2010).? Les? ??
galactosidases?microbiennes?peuvent? dégrader?des? galactooligosaccharides? et?des?polysaccharides?
complexes? en? sucres? simples? qui? servent? de? sources? de? carbone? et? d'énergie.? L'??galactosidase?





Les? activités? catalytiques? des? ??galactosidases? sont? recherchées? dans? de? nombreuses?
applications? en? particulier? dans? le? secteur? des? biotechnologies? et? dans? le? secteur? médical? et?
pharmaceutique.?
?
Ces? enzymes? sont? par? exemple? utilisées? dans? l'industrie? sucrière.? La? production?mondiale?
provient?à?près?de?30?%?de?la?betterave?sucrière.?Les?mélasses?issues?de?ces?betteraves?contiennent?
de?faibles?quantités?du?galactoside?raffinose.?Lors?du?traitement?de?ces?mélasses,?la?concentration?en?




au? goût? des? consommateurs? (Suzuki? et? al.? 1969).? L'élimination? du? raffinose? dans? les?mélasses? de?
betteraves?par?des???galactosidases?recombinantes?permet?d'améliorer?le?processus?de?cristallisation?




La? présence? d'oligosaccharides? non? digestibles,? comme? le? raffinose? ou? le? stachyose? dans? certains?
aliments,?peut?ainsi?induire?des?troubles?intestinaux?suite?à?leur?consommation.?Ces?oligosaccharides?
sont?dès? lors? fermentés?par? la? flore? intestinale?aboutissant?à? la?production?de?gaz? intestinaux.?Des?
suppléments? diététiques? en? ??galactosidases? recombinantes? peuvent? avoir? des? effets? bénéfiques?
aussi? bien? dans? l'alimentation? animale? que? dans? l'alimentation? humaine? (Murphy?&? Power? 2002;?
Viana?et?al.?2006;?Di?Stefano?et?al.?2007).?
?
L'une? des? applications? pharmaceutiques? la? plus? importante? de? ces? enzymes? concerne? le?
traitement?de? la?maladie?de?Fabry.? L'accumulation?des?glycosphingolipides?dans? les?organes? liée?à?
l'inefficacité?de?l'??galactosidase?mutée?à?hydrolyser?les?glycolipides?et?les?glycoprotéines,?résulte?en?
la?déficience?des?organes? touchés?et?à? la?mort?des? individus.?La? thérapie?enzymatique?substitutive?








enzymatiques? basées? sur? l'utilisation? d'??galactosidases? recombinantes? ont? été? développées? pour?
permettre? la?conversion?d'antigènes?sanguins?B?en?antigènes?sanguins?O?(Goldstein?1989).?En?effet,?
les? antigènes? sanguins? B? diffèrent? structuralement? des? antigènes? sanguins? O? uniquement? par?


























mieux? comprendre? les? mécanismes? moléculaires? et? structuraux? de? la? maladie? de? Fabry? et? des?
maladies? de? Schindler? et? Kankazy? (Garman? et? al.? 2002).? La? structure? cristalline? de? cette? enzyme?




Peu? de? temps? après,? les? structures? des? ??galactosidases? GH27? du? riz? (Oryza? sativa),? de?
l'Homme?et?d'un?champignon?(Hypocrea?jecorina)?seront?résolues?sous?formes? libres?et?complexées?
avec?des?substrats?(Fujimoto?et?al.?2003;?Garman?&?Garboczi?2004;?Golubev?et?al.?2004).?Ces?enzymes?
présentent? des? structures? quaternaires? variables? (rôle? de? certaines? boucles? qui? ne? sont? pas?
conservées? sur? l'ensemble? des? enzymes? GH27)? mais? possèdent? des? structures? tertiaires? très?
conservées.??
?



















??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????Hypocrea jecorina en jaune 
(PDB 1T0O), Humaine en verte (PDB 1R46), du riz en bleu (PDB 1UAS) et la ?-N-acétylgalactosaminidase 











galactosidases? GH27.? On? retrouve? un? domaine? catalytique? à? topologie? TIM? barrel? ainsi? qu'un?
domaine?carboxy?terminal?à?topologie???sandwich?et?présentant?un?motif?clé?grecque.?Toutefois,?une?
spécificité? par? rapport? aux? ??galactosidases? GH27? réside? dans? l'existence? d'un? domaine?
supplémentaire? du? côté? amino?terminal? et? à? topologie? ??super? sandwich.? Cet? extra? domaine?
participe? à? la? formation? du? site? actif?mais? est? également? impliqué? dans? l'oligomérisation? de? ces?
enzymes?(figure?9).?Ce?domaine,?ainsi?qu'une?partie?du?domaine?carboxy?terminal?est?tronqué?chez?
l'??galactosidase? de? Thermotoga? maritima? expliquant? que? cette? enzyme? soit? monomérique?
contrairement? à? celle? de? Lactobacillus? brevis? qui? est? tétramérique.? D'autres? structures? d'??
galactosidases?GH36?ont?récemment?été?résolues?sous?formes? libres?ou?complexées?avec? le?produit?















Les? enzymes? sont? désormais? largement? utilisées? en? tant? que? catalyseurs? de?
biotransformations? dans? les? procédés? industriels? du? fait? de? leur? sélectivité,? versatilité? et? des?






conditions? environnementales? extrêmes? souvent? retrouvées? dans? les? applications? industrielles?
(Hough?&?Danson?1999).?
?
Les? organismes? extrémophiles? sont? des? organismes? isolés? à? partir? d'environnements? dits?
«?extrêmes?»,?où? la?plupart?des?organismes?ne? sont?pas? capables?de? se?développer.? Il? existe? ainsi?
différents? phénotypes? d'organismes? extrémophiles? en? fonction? de? la? nature? des? environnements?





notamment? à? des? fins? industrielles.? En? effet,? ces? organismes? constituent? des? sources? d'enzymes,?




Ainsi,? les?psychrozymes?produites?par? les?organismes?dont? la? croissance?est?adaptée?à?des?
températures?très?basses? (inférieures?à?15?°C)?sont? intéressantes?pour?certaines? industries,?comme?
l'industrie?du?textile?avec?le?développement?des?lessives?ou?encore?l'industrie?alimentaire?(Gerday?et?
al.? 2000).? Le?potentiel? industriel?des? enzymes? halophiles? provenant?d'organismes? vivant? dans? des?
milieux? hypersalins? est? encore? peu? exploité,? cependant,? leur? utilisation? est? en? cours? de?
développement?pour?le?traitement?des?eaux?usées?hypersalées?et?l'industrie?alimentaire?(Oren?2010).?
On? peut? citer? également? le? cas? des? thermozymes? issues? d'organismes? se? développant? dans? des?
milieux?où?la?température?est?comprise?entre?50?et?80?°C.?L’utilisation?de?ces?enzymes?thermostables?
est? retrouvée? dans? diverses? industries,? dont? les? industries? de? l'alimentation,? chimique,?
pharmaceutique,?du?papier?et?de?traitement?des?déchets?(Zeikus?et?al.?1998).?Un?autre?exemple?bien?
connu? constitue? l'utilisation?des?hyperthermozymes?provenant?d'organismes? se?développant?à?des?
températures? supérieures? à? 80? °C? dans? le? domaine? du? génie? génétique? avec? l'ADN? polymérase?
provenant? de? l'organisme? hyperthermophile? Thermus? aquaticus? pour? son? utilisation? dans? la?
technique?PCR.?
? ?
? Outre? l'intérêt? industriel? des? extrémozymes,? les? scientifiques? s'intéressent? également? à? la?
relation?entre?la?structure?de?ces?enzymes?et?leurs?activités?dans?le?but?de?comprendre?comment?ces?





La? plupart? des? études? a? été? réalisée? par? la? comparaison? des? thermozymes? et?
hyperthermozymes? avec? leurs? homologues?mésophiles.? Il? apparaît? bien? souvent? que? les? enzymes?





les?protégeant?ainsi?de? leur?environnement.?De?plus,? la?structuration?des?thermozymes?sous? forme?
oligomérique?et? la?minimisation?de? leur?surface?accessible?au?solvant?contribuent? le?plus?souvent?à?
leur? stabilisation.? Contrairement? aux? thermozymes,? leurs? homologues?mésophiles? présentent? en?
général?une?flexibilité?structurale?accrue.?Cette?plasticité?permettrait?une?meilleure?complémentarité?
du?substrat?avec? l'enzyme,?et?expliquerait? les?hautes?activités?spécifiques?de?ces?enzymes?(Vieille?et?
al.? 1996).? Les? stratégies? d'adaptation? des? extrémozymes? diffèrent? selon? les? conditions?








Geobacillus? stearothermophilus? provenant? de? sources? thermales? islandaises,? et? résistante? à? des?
températures? de? 65? °C,? possédait? deux? gènes? agaA? et? agaB? codant? les? enzymes? AgaA? et? AgaB?




aminés? de? différence? sur? l'ensemble? de? la? séquence? et? appartiennent? à? la? famille? des? glycoside?














68?°C? pour? AgaB)? (figure? 11)? (Fridjonsson? et? al.? 2002).? Des? études? biochimiques? sur? ces? deux?
isoenzymes?ont?également?permis?de?montrer?que?AgaA?présentait?une?meilleure?affinité?(valeurs?de?
Km)?pour?ses?substrats?que?AgaB,?ainsi?que?de?meilleures?efficacités?catalytiques?(valeurs?de?Vm/Km?
ou? Kcat/Km)? pour? la? réaction? d'hydrolyse? (figure? 11).? A? l'inverse,? AgaB,? présente? une? plus? faible?
affinité? pour? ses? substrats? mais? possède? une? bonne? activité? de? transglycosylation.? De? façon?











C.? Ganter? et? collègues? ont? montré? que? l'??galactosidase? AgaA? possédait? les? propriétés?
requises? pour? une? application? industrielle? en? particulier? dans? l'industrie? sucrière.? En? effet,?
l'accumulation?de?D?raffinose?lors?du?traitement?des?mélasses?de?betterave?peut?inhiber?le?processus?
de?cristallisation?du?saccharose?et?réduire?les?rendements?de?production.?L'élimination?du?D?raffinose?
par? l'action? d'une? ??galactosidase? recombinante? peut? permettre? d'améliorer? les? rendements? de?
production?du? saccharose.?AgaA? constitue?une?enzyme?de? choix? car?elle?n'est?pas? inhibée?par? ses?
produits?de?réaction.?De?plus,?AgaA?présente?une?bonne?affinité?et?une?activité?hydrolytique?efficace?








des? réactions? d'autocondensation? (Spangenberg? et? al.? 2000).? Cette? enzyme? constitue? donc? une?






















Malgré?une?forte? identité?de?séquence?(97?%),? les? isoenzymes?AgaA?et?AgaB?présentent?des?
propriétés?catalytiques?différentes.?Il?a?également?été?montré?qu'une?mutation?ponctuelle?du?résidu?
355? (alanine? chez? AgaA? et? acide? glutamique? chez? AgaB)? permettait? de? modifier? les? propriétés?
catalytiques?d'AgaB?en?celles?d'AgaA?et?réciproquement.?Une?étude?structurale?a?donc?été?initiée?en?
collaboration? avec? l'équipe? du? Pr.? R.? Mattes? (Institut? de? Génétique? Industrielle,? Université? de?
Stuttgart,?Allemagne)?afin?de?mieux? comprendre? les?déterminants?moléculaires?et? structuraux?des?
propriétés?catalytiques?différentielles?de?ces?deux?isoenzymes.?Cette?étude?permettrait?également?de?











pu? êtres? collectées? à? 1,8? et? 2,8? Å? respectivement? pour? les? cristaux? d'AgaB? et? d'AgaA? A355E.? A?
l'époque,?seule?la?structure?cristalline?de?l'enzyme?de?Thermotoga?maritima?appartenant?à?la?famille?
GH36? avait? été? résolue? sans? article? associé? (PDB? 1ZY9).? Le? domaine? catalytique? de? cette? enzyme?
présente?24?%?d'identité?de?séquence?avec? le?domaine?catalytique?des?enzymes?Aga?de?Geobacillus?
stearothermophilus.?Bien?que?cette?identité?soit?faible?(inférieure?à?30?%),?des?tentatives?de?phasage?
des? données? par? remplacement? moléculaire? ont? été? initiées,? afin? de? remonter? à? l'information?
structurale? en? utilisant? le?modèle? tridimensionnel? de? l'enzyme? de? Thermotoga?maritima? comme?
référence.?Toutes?ces?tentatives?n'ont?cependant?pas?permis?d'obtenir?de?solutions?au?problème?de?
phasage.?Des? essais? de? phasage? par? la?méthode? du? remplacement? isomorphe?multiple? (méthode?
MIR)?en?utilisant?des? sels?d'atomes? lourds?ont?également?été? réalisés?mais? ces?derniers?n'ont?pas?
permis? de? calculer? les? phases? nécessaires? au? calcul? des? cartes? de? densité? électroniques? et? à? la?
construction?d'un?modèle?tridimensionnel?de?l'enzyme.?
?
? Mes?recherches?sur?ce?projet?ont?été? initiées?en?2011?en?parallèle?de?mon?projet? intégrase.?
Un?an?auparavant,?la?structure?de?l'??galactosidase?de?Lactobacillus?brevis?(PDB?3MI6)?appartenant?à?
la? famille?GH36?avait?été?résolue?par?un?consortium?de?génomique?structurale?sans?article?associé.?











? Une? autre? partie? de? mon? travail? sur? ce? projet? a? consisté? à? obtenir? des? informations?
structurales? sur? des? mutants? inactifs? d'Aga? (mutants? D478A? ou? D548N)? en? complexe? avec? ses?
substrats? naturels? (D?raffinose? et? D?stachyose)? ou? de? l'enzyme? sauvage? en? complexe? avec? un?
inhibiteur? compétitif?de? l'enzyme? et?mimant? l’état? de? transition? (1?désoxygalactonojirimycine).? En?
effet,? les?structures?résolues?des???galactosidases?GH36?étaient?alors? limitées?à?des?complexes?avec?
le?produit?de? la? réaction?d'hydrolyse,? l'??D?galactose? (Bruel?et?al.?2011;? Fredslund? et?al.?2011).? La?
résolution? des? structures? des? enzymes? Aga? en? complexe? avec? des? substrats? naturels? permettrait?
????
?
d'obtenir?pour? la?première? fois?des? informations?sur? le?mode?de?reconnaissance?d'oligosaccharides?
naturels?et?substrats?des???galactosidases?de?la?famille?GH36.?
?
















































d’ammonium.? Le? robot?de?nanopipetage?Mosquito? (plateforme? cristallogenèse? IBCP,? TTP? Labtech)?












afin? d’obtenir? des? informations? structurales? sur? des? complexes? inhibiteurs/protéine? active? ou?
substrats?naturels/protéine?inactive?(mutants?D478A?ou?D548N).??
?
Pour? les? essais? avec? la? protéine? active? en? complexe? avec? un? inhibiteur,? le? composé? 1?




naturel? hydrolysable,? les? composés?D?raffinose? (Gal(?1–6)Glc(?1–2?)Fruf,? concentration?maximale?



























En?2010,?La?publication?dans? la?PDB?et?sans?article?associé,?de? la?structure?cristalline?de? l’??










ainsi? pour? but? de? réduire? au?maximum? la? flexibilité? d’AgaA? pour? favoriser? sa? cristallisation.? Des?
expériences?réalisées?par?Dr?H.?Watzlawick?ont?par?ailleurs?montré?que?l’enzyme?était?toujours?active?
sous?cette?forme?tronquée.?De?nouvelles?expériences?de?cristallogenèse?ont?dès? lors?été? initiées?et?
des? cristaux? ont? été? obtenus? (conditions? de? cristallisation? décrites? dans? l’article).? Ces? cristaux?
appartenant? au? groupe? d’espace? trigonal? P3221,? ont? permis? de? résoudre? la? structure? cristalline?
d’AgaA??9?à?une?résolution?de?3,2?Å.?
?
Nous? avons? également? tenté? d’obtenir? des? informations? structurales? sur? un? complexe?
enzyme/inhibiteur? compétitif.? Les? cristaux?d’AgaB?n’ont?pu?être? reproduits?et? ceux?de?AgaA??9? se?
sont?avérés?êtres?extrêmement?fragiles?et?présentaient?un?faible?pouvoir?de?diffraction?des?rayons?X?
(3,5? à? 4? Å? de? résolution),? ne? nous? permettant? pas? d’envisager? aisément? des? expériences? de?
trempages?avec? ces? cristaux.? J’ai?donc? initié?des?essais?de? cristallisation? sur? l’enzyme?AgaA?A355E?
dans?les?conditions?déjà?déterminées,?mais?sans?pouvoir?obtenir?de?nouveaux?cristaux.?De?nouvelles?
conditions?de? cristallisation?ont?donc?été? recherchées?et?ont?permis?d’obtenir?des? cristaux?d’AgaA?




trempages? et? un? premier? essai? a? pu? être? réalisé? dans? une? solution? contenant? le? composé? 1?
désoxygalactonojirimycine?à?une? concentration?normalement? saturante?pour? l’enzyme? (5?mM).?En?
effet,?un?Ki?de?0,2?μM?a?précédemment?été?déterminé?par?nos?collaborateurs?et?ces?derniers?ont?pu?
confirmer?que?ce?composé?était?bien?un?inhibiteur?de?type?compétitif?pour?cette?enzyme.?Un?jeu?de?




le? produit? de? la? réaction? d'hydrolyse,? l'??D?galactose,? nous? avons? également? tenté? d’obtenir? des?
informations? structurales? sur? l’enzyme? inactive? complexée? avec? ses? substrats? naturels? comme? le?
trisaccharide? D?raffinose? (Gal??(1?6)?Glc??(1?6)?Fru)? ou? le? tétrasacharide? D?stachyose? (Gal??(1?6)?
raffinose).?Pour?cela,?une?stratégie?basée?sur? l’utilisation?de?mutants? inactifs?d’AgaA?A355E? (D478A?








stachyose.? Les? valeurs? très? élevées? des? constantes? de?Michaelis? (Km)? pour? l’enzyme? AgaA?A355E?
envers?ces?substrats?(centaine?de?mM)?pouvant?expliquer?ces?résultats,?des?essais?de?trempages?et?de?


















? ?Les? structures? cristallines?d’AgaA??9? (3,2?Å,?PDB?4FNR),?AgaB? (1,8?Å,?PDB?4FNQ)? et?AgaA?
A355E?(2,8?Å,?PDB?4FNP)?
?
?La? structure? cristalline? d’AgaA? A355E? en? complexe? avec? l’inhibiteur? compétitif? 1?
désoxygalactonojirimycine?(2,6?Å,?PDB?4FNS).?
?
?Les? structures? cristallines? d’AgaA?A355E/D548N? en? complexe? avec? le? substrat?D?raffinose?






Ces? structures? révèlent? des? protéines? sous? formes? tétramériques? représentant? très?












































A355E?entraîne?un?déplacement?de?près?de?2,5?Å?de? la?boucle?335?350.? Le?déplacement?de? cette?
boucle? entraîne? également? celui? du? tryptophane? 336? qui? est? très? conservé? et? qui? participe? à? la?
formation?du?site?actif?et?à?la?fixation?des?substrats?dans?les???galactosidases?(figure?1C?de?l’article).?
Ce?déplacement?aboutit?par?ailleurs?à?un?élargissement?du?site?actif?pour?AgaB?et?AgaA?A355E?par?
rapport?à?AgaA??9?du? fait?de? l’éloignement?du? tryptophane?du? site?actif? (figure?2?de? l’article).? La?
position?du?tryptophane?dans?AgaA?est?conservée?avec?celle?des?autres?structures?d’??galactosidases?










analyse?de? la? structure,? la?présence?du? ligand?dans? le? site?actif?de? l’enzyme? (sous?site? ?1)?et?dans?
chaque? protomère? expliquant? la? nature? compétitive? de? l’inhibition? (figure? 3A? de? l’article).? Les?
structures? de? l’enzyme? native? AgaA? A355E? et? en? présence? de? l’inhibiteur? sont? parfaitement?





De?façon? intéressante,? la?fixation?de? l’inhibiteur?dans? le?site?actif?d’AgaA?A335E?aboutit?à? la?
rupture? de? la? liaison? hydrogène? entre? l’acide? glutamique? 355? et? l’asparagine? 335,? permettant? un?
ajustement?induit?du?site?actif?de?l’enzyme?par?le?ligand?et?un?positionnement?idéal?du?tryptophane?
336? (figure? 4A? de? l’article).? Le? positionnement? du? tryptophane? 336? en? présence? du? ligand? est?
identique? à? celui? retrouvé? dans? AgaA??9.? Cet? ajustement? induit? nécessaire? du? tryptophane? 336?
pourrait?expliquer? les?affinités?différentielles?des?enzymes?AgaA?et?AgaB?ou?AgaA?A355E?pour? ces?
substrats.?La?rupture?de? l’interaction?355?335?en?présence?du? ligand?s’accompagne?également?de? la?





est? conservée? avec? celle? du? produit? de? la? réaction? (??D?galactose)? dans? certaines? structures? d’??













Les? cristaux? d’AgaA? A355E/D548N? trempés? avec? le? D?raffinose? (150? mM)? et? d’AgaA?
A355E/D478A?co?cristallisés?avec?le?D?stachyose?(20?mM),?permettent?d’observer,?après?analyse?des?
structures,? la?présence?des? ligands?dans? le?site?actif?de? l’enzyme? (figures?3B?et?3C?de? l’article).?Les?
structures? de? l’enzyme? native?AgaA?A355E? et? de?AgaA?A355E?D548N? ou?D478A? en? présence? des?
substrats? sont? parfaitement? superposables? (rmsd? de? 0,5?Å)? et? ne? révèlent? pas? de? réarrangement?
structural?majeur?suite?à?la?fixation?du?ligand.?
?
Comme? pour? la? fixation? de? l’inhibiteur? dans? le? site? actif? de? AgaA? A335E,? la? fixation? des?




Les? interactions?protéine?ligand? sont?nombreuses?au?niveau?du? sous? site? ?1?et? identique?à?
celles?observées?dans?la?structure?avec?le?1?désoxygalactonojirimycine.?Elles?sont?toutefois?beaucoup?
moins?nombreuses?au?niveau?des? sous? sites?+1?à?+3,?permettant?probablement?à? l’enzyme?d’être?
hautement? spécifique?des? ??D?galactosides?mais?de?pouvoir? s’adapter?à?des? ??D?galactosides?avec?
différents?sucres?au?niveau?des?sous?sites?+1?à?+3.?
?
Ces? complexes? permettent? de? mettre? en? évidence? l’importance? de? l’oligomérisation? de?









? Des? études? cinétiques? réalisées? par? nos? collaborateurs? ont? mis? en? évidence? que? des?
mutations? ciblant? le? résidu? tryptophane?336,?aboutissaient?à?des?enzymes? très?peu?efficaces?pour?
l’activité? d’hydrolyse? (tableau? 2? de? l’article).? Certains? mutants? ont? présenté? à? l’inverse? une?
augmentation? importante?de? l’activité?de?transglycosylation.?De?façon? intéressante,? le?mutant?AgaA?
W336F?présente?des?activités? très?similaires?à?AgaB.?Ces?résultats?confirment?bien? l’importance?du?
résidu?tryptophane?336?dans?les?activités?catalytiques?de?ces?enzymes.?Les?valeurs?des?constantes?de?
Michaelis?Menten?obtenues?pour?ces?différents?mutants? indiquent?bien?que? le? résidu? tryptophane?
336?est?le?mieux?adapté?pour?interagir?avec?les?substrats?de?ces?enzymes.?
?
? L’observation?des?structures?en?complexe?avec? l’inhibiteur?ou? les?substrats?naturels?nous?a?
permis?d’observer?que? le?résidu?W336? interagissait?avec? la?région?C4?C5?C6?de? l’unité?de?galactose?
dans?le?sous?site??1.?La?fixation?d’un?glucose,?qui?est?l’épimère?C4?du?galactose,?semble?impossible?du?
fait?de? la?position?de? l’hydroxyle?du?carbone?4?qui?rentrerait?en?contact?avec? le?résidu?W336.?Nous?
nous? sommes? donc? demandés? si? la?mutation? du? résidu? tryptophane? par? des? résidus? plus? courts?
pourraient?permettre?à?l’enzyme?d’hydrolyser?des???glucosides.?Aucune?activité???glucosidase?n’a?pu?

















? L’étude? cristallographique? des? ??galactosidases? AgaA,? AgaB? et? AgaA? A355E? de? la? famille?
GH36,?révèle?la?présence?dans?AgaB?et?AgaA?A355E?d’une?liaison?hydrogène?entre?l’acide?glutamique?
355? (E355)? et? l’asparagine?335? (N335).? Nous? avons? observé? que? cette? interaction? entraînait? un??
éloignement? significatif? du? tryptophane? 336? (W336)? au? niveau? du? sous?site? catalytique? ?1.? Cette?
liaison? hydrogène,? observée? dans? AgaB? et? AgaA? A355E,? est? absente? dans? AgaA? du? fait? de? la?
substitution?du? résidu?E355?par?une?alanine.?Ainsi?dans?AgaA,? le? résidu?W336,?qui?est?adjacent?au?
résidu? N335,? est? engagé? dans? le? sous?site? catalytique? ?1? et? se? superpose? parfaitement? avec? les?
tryptophanes? équivalents? retrouvés? dans? les? autres? structures? d’??galactosidases? GH36? connues?
(Bruel? et? al.? 2011;? Fredslund? et? al.? 2011).?De?plus,? aucun? déplacement?du? tryptophane? 336?n’est?
observé?sur?ces?enzymes?entre?les?formes?libres?ou?complexées?avec?le?produit?de?la?réaction.??
?
De? précédentes? études? enzymatiques? ont?mis? en? évidence? que? les? Km? pour? les? substrats?
naturels?étaient?considérablement?augmentés?pour?l’enzyme?AgaB?en?comparaison?avec?AgaA?et?que?
















Le? mécanisme? catalytique? des? enzymes? AgaB? et? AgaA? A355E? implique? probablement? la?
reformation?de?la?liaison?hydrogène?entre?les?résidus?N335?et?E355?après?le?départ?du?produit?de?la?
réaction.?L’apparition?d’une?poche?contenant?des?molécules?d’eau?à?proximité?du?résidu?355,?suite?à?














de?40? °C? (Vieille?&?Zeikus?2001).?Ainsi,?AgaA?et?AgaB? sont?des?enzymes? thermostables,?mais?AgaA?






nous? permettent? de? mieux? comprendre? ces? spécificités? propres? aux? deux? enzymes.? Comme?
mentionné? précédemment,? la? liaison? hydrogène? dans? AgaB? et? AgaA? A355E? entraîne? un?
positionnement? inadapté? du? tryptophane? 336? avec? pour? conséquence? une? augmentation? des?
constantes? Km? pour? les? substrats? naturels? par? rapport? à? AgaA.? De? nombreuses? enzymes?
psychrophiles?présentent?des?activités?catalytiques?(Kcat)?améliorées?à?basse?température?au?dépend?
des? valeurs? de? Km.?D’un? point? de? vue? cinétique? et? thermodynamique,? il? est? connu? que? la? faible?
fixation? d’un? substrat? dans? le? site? actif? d’une? enzyme? est? avantageuse? sur? le? plan? catalytique?
réduisant? l’énergie? nécessaire? pour? le? départ? du? produit? (Feller?&?Gerday? 2003;? Struvay?&? Feller?
2012).?Les?enzymes?thermostables?ont?tendance?à?s’oligomériser?de?façon?compacte?et?les?enzymes?
Aga? sont? présentes? sous? formes? tétramériques.? Toutefois? une? exception? intéressante? est? à? noter?




? L’analyse?des? structures?de?psychrozymes? révèle?par? ailleurs? souvent?un? élargissement?du?
site?actif?par?rapport?à?leurs?homologues?mésophiles?(Struvay?&?Feller?2012).?C’est?le?cas?pour?AgaB?
et?AgaA?A355E?où?le?site?actif?présente?un?élargissement?du?fait?du?positionnement?du?résidu?W366?
par? rapport? à? AgaA.? Cet? élargissement? du? site? actif? a? déjà? été? observé? chez? d’autres? enzymes?
psychrophiles?(Aittaleb?et?al.?1997;?Russell?et?al.?1998).?Ce?gain?en?accessibilité?peut?là?aussi?participer?
à? réduire? l’énergie?nécessaire?pour? l’accommodation?du?substrat?dans? le?site?actif?et?au?départ?du?





? Les? enzymes? AgaA? et? AgaB? sont? produites? chez? le? microorganisme? Geobacillus?
stearothermophilus? et? une? question? est? soulevée? quant? à? la? pertinence? biologique? de? ces? deux?
isoenzymes,?pour? laquelle?une?des?deux?présente?une?activité?hydrolytique? fortement? réduite.? Il?a?
précédemment?été?proposé?que? l’évolution?des?enzymes?cataboliques?bactériennes?se?faisait?d’une?
large?vers?une?étroite?spécificité?de?substrat?(Jensen?1976).?La?course?à?l’adaptation?nécessaire?pour?
l’acquisition? de? nouvelles? spécificités? de? substrats? pourrait? nécessiter? le? développement? de?
spécificités?altérées.?A?un?stade?intermédiaire?de?l’évolution,?certaines?enzymes?pourraient?ainsi?être?
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